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RÉSUMÉ 
Le cancer ovarien est le cancer gynécologique le plus létal. L'antigène cancéreux 125 
(CA125) est surexprimé dans 80% des cancers épithéliaux de l'ovaire et est le marqueur 
utilisé présentement pour le suivi des patientes. CA125 est exprimé par les cellules 
épithéliales cancéreuses de l'ovaire mais pas par les cellules épithéliales normales de l'ovaire. 
Il s'agit d'une glycoprotéine transmembranaire de type mucine. Les fonctions de ce marqueur 
demeurent inconnues jusqu'à ce jour. D'après les observations faites sur deux différents 
modèles d'étude de CA125 de notre laboratoire, nous proposons que le domaine 
extracellulaire de CA125 pourrait avoir des rôles dans la tumorigénicité et le potentiel 
métastatique des cellules cancéreuses de l'ovaire. 
L'objectif de ce projet est la détermination des fonctions du domaine extracellulaire 
de la mucine CA125 dans la tumorigénicité et le potentiel métastatique des cellules 
cancéreuses de l'ovaire. Deux modèles ont été utilisés: un modèle de perte de fonction 
(clones stables CA125 knockdown) et un modèle de gain de fonction (populations stables 
exprimant les domaines extracellulaires de CA125). Avec les clones stables CA125-
knockdown, les interactions hétérotypiques des cellules cancéreuses de l'ovaire dans leur 
microenvironnement ont été observées. Des expériences de cytométrie de flux ont montré que 
le CA125 isolé de milieu de culture des cellules OVCAR-3 (cellules CA125-positives) et 
d'ascite de patiente lie les lymphocytes. De plus, nous avons déterminé par un essai de 
cytotoxicité que les cellules exprimant CA125 était protégées de la lyse par les cellules NK 
comparativement aux cellules CA125-knockdown. L'interaction CA125 / mésothéline et 
cellules CA125-positives / cellules mésothéline-positives a également été montrée par 
différents essais de cytométrie de flux et immunobuvardage de type western. Le modèle de 
gain de fonction produit consiste en l'établissement de populations stables exprimant à la 
membrane cellulaire le domaine unique (MUC16-UTM) et le domaine unique ajouté d'une 
répétition de CA125 (MUC16-1RUTM) dans la lignée cellulaire SKOV3 par un système 
d'expression lentiviral. Ces populations stables ont servi à montrer que le domaine unique de 
CA125 était suffisant pour conférer des phénotypes tumorigéniques aux cellules 
comparativement aux cellules contrôles. En effet, les populations stables MUC16-UTM 
forment des agrégats très serrés et croissent bien en absence d'ancrage. Les cellules MUC16-
1RUTM sont quant à elles plus tumorigéniques que les contrôles, mais moins que les cellules 
MUC16-UTM. Les deux populations stables ont le même temps de doublement et la même 
clonogénicité que les cellules contrôles, mais ont une diminution de l'inhibition de contact 
comme l'ont révélé les courbes de croissance et la formation de foyers post-confluence. Un 
essai de migration par blessure de la monocouche a révélé que les populations stables 
MUC16-UTM et MUC16-1RUTM ont également un potentiel migratoire plus important que 
les cellules contrôles. Ces cellules, en plus d'être plus tumorigéniques, ont aussi un potentiel 
métastatique plus élevé comparativement aux contrôles. 
Ces résultats concordent avec des données observées avec un autre modèle de gain de 
fonction du laboratoire (MUC16-CTD), qui ont aussi été déterminées comme plus 
tumorigéniques et ayant un potentiel métastatique plus élevé que les cellules contrôles. Ce 
projet vient donc affirmer que le domaine extracellulaire de CA125 (en particulier le domaine 
unique) a des fonctions dans la tumorigénicité et le potentiel métastatique des cellules 
cancéreuses de l'ovaire. 
Mots clés : Cancer, ovaire, CA125, domaine extracellulaire, tumorigénicité, potentiel 
métastatique. 
INTRODUCTION 
1. Cancer épithélial de l'ovaire 
Le cancer ovarien compte pour 5 % de tous les cas de cancers chez les femmes et une sur 55 
sera atteinte du cancer de l'ovaire au cours de sa vie (WHITEHOUSE et SOLOMON, 2003). 
Ce type de cancer est le cancer gynécologique le plus létal (OZOLS et al., 2004). Selon les 
estimations, 2400 canadiennes développeront un cancer ovarien tandis que 1700 en mourront 
durant l'année 2007 (SOCIÉTÉ CANADIENNE DU CANCER, 2007). L'incidence du 
cancer de l'ovaire est significativement plus basse que pour le cancer du sein par exemple, 
mais la survie après 5 ans est beaucoup plus faible. Le cancer de l'ovaire se trouve au 
cinquième rang du classement des cancers les plus létaux chez les femmes (SCHUMMER et 
al., 1999, WHITEHOUSE et SOLOMON, 2003). Un tel taux de mortalité est principalement 
dû au fait qu'il y ait absence de signes et symptômes pour pouvoir poser un diagnostic durant 
les phases les plus précoces de la maladie ainsi que l'absence de test diagnostic sensible et 
spécifique (SCHUMMER et al., 1999). Le pronostic serait grandement amélioré si le 
diagnostic pouvait être fait de façon plus précoce. En effet, lorsque le diagnostic est possible 
durant les stades 1 et II de la maladie (stades déterminés par la Fédération Internationale de 
Gynécologie et Obstétrique (FIGO), voir la description des stades au tableau 1), la survie 
après 5 ans est de 90% et 70% respectivement, tandis que durant les stades III et IV, elle 
diminue à moins de 20% (WHITEHOUSE et SOLOMON, 200~). 
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Tableau 1 : Description des différents stades de développement du cancer épithélial de 
l'ovaire selon la Fédération Internationale de Gynécologie et Obstétrique (FIGO) 
(adapté de MARTIN, 2002) 
Stade Description 
Stade I Croissance tumorale limitée aux ovaires 
Stade IA 1 ovaire, sans ascite, sans tumeur à la surface externe, capsule intacte 
Stade IB 2 ovaires, sans ascite, sans tumeur aux surfaces externes, capsules intactes 
Stade IC Comme stade IA ou IB mais avec présence à la surface d'une tumeur à 1 ou 
aux 2 ovaires, capsule rompues, présence d'ascite contenant des cellules 
malignes, ou lavages péritonéal positif 
Stade II Croissance tumorale impliquant 1 ou 2 ovaires, avec extension pelvienne 
Stade IIA Extension ou métastases à l'utérus ou aux trompes de Fallope 
Stade IIB Croissance impliquant 1 ou 2 ovaires, avec extension pelvienne 
Stade IIC Comme stade IIA ou IIB mais avec présence à la surface d'une tumeur à 1 
ou aux 2 ovaires, capsule rompue, présence d'ascite contenant des 
cellules malignes, ou lavage péritonéal positif 
Stade III Tumeur impliquant 1 ou 2 ovaires avec implants péritonéaux hors de la région 
pelvienne, métastases superficielles au foie, tumeur limitée à la région 
pelvienne réelle mais avec des extensions vérifiées histologiquement comme 
malignes au petit intestin 
Stade IIIA Tumeur grossièrement limitée à la région pelvienne et ganglions négatifs 
mais avec surfaces péritonéales abdominales confirmées histologiquement 
comme malignes 
Stade IIIB Tumeur de 1 ou 2 ovaires avec implants aux surfaces péritonéales 
abdominales confirmées histologiquement n'excédant pas 2 cm de diamètre, 
ganglions négatifs 
Stade IIIC Implants abdominaux excédant 2 cm de diamètre ou ganglions positifs 
Stade IV Croissance impliquant 1 ou 2 ovaires avec métastases distantes. Si effusion 
pleurale, résultat de test cytologique positif requis pour déclarer le cas comme 
stade IV. Métastases parenchymateuses au foie. 
L'âge avancé auquel les femmes atteintes de cancer ovarien sont diagnostiquées ( 63 ans en 
moyenne) contribue également à la forte mortalité associée à cette maladie (OZOLS et al., 
2004). Parmi les facteurs de risques contribuant au développement du cancer épithélial de 
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l'ovaire, on note la nulliparité, l'hyperovulation (traitement de l'infertilité), des mutations au 
niveau des gènes BRCAl et BRCA2 (OZOLS et al., 2004, AUESPERG et al., 2001). On doit 
cependant apporter un bémol au sujet des traitements de l'infertilité: différentes études 
spécifiques à la relation entre l'infertilité et le cancer ovarien ont montré que les causes 
biologiques de l'infertilité ont un rôle à jouer dans les risques de cancer ovarien contrairement 
aux drogues contre l'infertilité. Par exemple, parmi ces causes, l'endométriose élèverait les 
risques de façon significative (PARAZZINI et al., 1997, NESS et al., 2002). D'autres facteurs 
protègent contre l'apparition de cancer de l'ovaire: les contraceptifs oraux, la grossesse, 
l'hystérectomie et la ligature des trompes de Fallope. Ces observations sont supportées par 
l'une des deux hypothèses de l'étiologie du cancer de l'ovaire, l'hypothèse de Fathalla, 
proposée en 1971 (FATHALLA, 1971) et ensuite démontrée par des données expérimentales 
· et épidémiologiques (AUESPERG et al., 1998). Selon cette hypothèse, l'ovulation fréquente 
contribuerait à augmenter le risque de développement de cancer à cause de la rupture et la 
réparation de l'épithélium de l'ovaire aux sites de l'ovulation et donnerait ainsi plus 
d'opportunités aux aberrations génétiques de se produire. La ligature des trompes de Fallope 
et l'hystérectomie semblent également protéger contre le développement de cancer épithélial 
de l'ovaire. Il a été récemment suggéré que ces deux méthodes préviendraient le passage 
d'initiateurs de l'inflammation, elle-même proposée comme facteur contribuant au 
développement de cancer (NESS et COTTREAU, 1999). La seconde hypothèse de l'étiologie 
du cancer de l'ovaire est celle des gonadotropines (CRAMER et WELCH, 1983) et inclut le 
facteur inflammation. Cette hypothèse veut que les gonadotropines qui initient chaque 
ovulation et qui persistent à de hauts niveaux même après la ménopause stimulent les cellules 
épithéliales de l'ovaire et induisent des transformations. L'inflammation a été suggérée 
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comme étant le mécanisme par lequel la stimulation des gonadotropines et l'ovulation 
contribueraient aux risques de cancer ovarien. 
Outre les facteurs de risques mentionnés, des facteurs génétiques peuvent augmenter le risque 
de développer un cancer de l'ovaire. En effet, l'historique familial de cancer de sein et/ou de 
l'ovaire est important à considérer. Les mutations des gènes BRCAl et BRCA2, codant pour 
des protéines régulant la réponse aux dommages à l' ADN, sont les principales responsables 
des cas de cancers de l'ovaire et de sein familiaux. Les mutations somatiques de ces gènes 
sont rares mais des changements épigénétiques de la méthylation du promoteur de BRCAl 
résultant en une inhibition transcriptionnelle du gène a été démontrée dans 5 à 10% des cas de 
cancers ovariens non-familiaux (OZOLS et al., 2004). Les mutations germinales de BRCAl 
sont responsables de 80% des cas de cancer du sein et de l'ovaire familiaux. Plusieurs 
oncogènes sont souvent surexprimés ou amplifiés dans les cas de cancers ovariens. Parmi 
eux, notons cMYC, KRAS, ERBB2, EGF-R, cFMS, tous associés à un mauvais pronostic 
(TASHIRO et al., 1992; ENOMOTO et al., 1991; BERCHUCK et al., 1990; KOHLER et al., 
1989; KACINSKI et al., 1989). Certains effecteurs de voies de survie tels que PI3K et AKT2 
sont amplifiés dans une proportion significative de cancers ovariens (SHA YESTEH et al., 
1999; BELLACOSA et al., 1995). Parmi les suppresseurs de tumeurs, p53 et PTEN peuvent 
être mutés (BERCHUCK et al., 1994, OBATA et al., 1998). 
1.1 Types histologiques de cancers épithéliaux de l'ovaire 
Durant la transformation néoplasique de l'épithélium de l'ovaire se produisent des 
changements dans la différentiation des cellules. L'épithélium primitif de l'ovaire possède 
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plutôt des caractéristiques stromales, mais au fur et à mesure qu'il progresse vers la 
malignité, il acquiert des caractéristiques de l'épithélium du conduit Mullerien, de 
l'endomètre et du col utérin. Ce type de différenciation sert de base pour la classification des 
types histopathologiques de cancers ovariens épithéliaux. Environ 80% des cancers de 
l'épithélium de 1' ovaire sont de type séreux (différenciation semblable aux trompes de 
Fallope). Les différents types de cancer de l'ovaire peuvent être classés selon le type 
cellulaire duquel ils proviennent (tableau 2). Les tumeurs séreuses sont généralement 
positives pour le marqueur de cancer ovarien CA125 (OZOLS, 2003). Parmi les autres types 
histologiques, on retrouve les tumeurs endométrioïdes (semblables à l'endomètre) et 
mucineuses (semblables au col utérin) (AUESPERG et al., 2001). 
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Tableau 2: Classification des tumeurs malignes de l'ovaire. (adapté de WILLIAMS et 
al., 2007) 
1. Tumeurs épithéliales communes 
A. Tumeurs séreuses 
B. Tumeurs mucineuses 
C. Tumeurs endométrioïdes 
D. Carcinome des cellules claires 
E. Tumeurs de Brenner 
F. Tumeurs épithéliales mélangées 
G. Carcinomes non-différentiés 
H. Tumeurs non-classifiées 
2. Cancers spécialisés des cellules stromales 
A. Tumeurs des cellules de la granulosa 
B. Tumeurs des cellules de Theca 
C. Tumeurs des cellules de Sertoli-Leydig 
D. Tumeurs des cellules de Hilar 
3. Tumeurs des cellules germinales 
A. Teratomes 
B. Teratomes matures 
C. Teratomes immatures 
D. Struma ovarii 
E. Carcinoïdes 
F. Dysgerminomes 
G. Carcinome des cellules embryonnaires 
H. Tumeurs des simus endodermal 
I. Choriocarcinomes primaires 
J. Gonadoblastomes 
4. Tumeurs des tissus mous non-spécifiques à l'ovaire 
5. Tumeurs non-classifiées 
6. Tumeurs secondaires (métastatiques) 
7. Conditions tumeur-like 
1.2 Biomarqueurs du cancer de l'ovaire 
Un biomarqueur est défini comme une caractéristique quantifiable d'un état biologique 
normal ou pathologique ou dû à une réponse pharmacologique à un traitement de la maladie. 
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Un bon marqueur pour application clinique doit rapidement refléter les changements de taille 
et de la biologie de la tumeur (MARTH et al., 1998). Il existe deux types principaux de 
biomarqueurs : les biomarqueurs pronostiques et diagnostiques. La kallikréine, la matriptase 
et la sérotransferrine sont des exemples de marqueurs pronostiques du cancer épithélial de 
l'ovaire (BORGONO et al., 2006; OBERST et al., 2002; AHMED et al., 2005). Parmi les 
marqueurs diagnostiques du cancer épithélial de l'ovaire, des exemples pourraient être la 
mésothéline, CA125 et HE4 (HASSAN et al., 2006; SCHOLLER et al., 2006; BAST et al., 
1983). CA125 est le principal marqueur utilisé jusqu'à maintenant et il est classé parmi les 
marqueurs diagnostiques car il est efficace chez les patientes à hauts risques, comme les cas 
d'histoires génétiques de la maladie (WILLIAMS et al., 2007). Hormis ces exemples, on dira 
alors que CA125 est davantage un outil pour le suivi des patientes qu'un marqueur 
diagnostique de cancer ovarien. 
1.3 Microenvironnement des cellules cancéreuses de l'ovaire 
Le microenvironnement des cellules cancéreuses de l'ovaire se compose des cellules 
mésothéliales qui tapissent la cavité intrapéritonéale (voir figure 1), des composantes de la 
matrice extracellulaire, de cellules inflammatoires et immunitaires, de cytokines et molécules 
inflammatoires et d'ascite, un liquide provenant des vaisseaux sanguins hyperperméables 
(SAID et al., 2007). Dans les stades avancés de cancer ovarien, l'ascite maligne contenant des 
cellules tumorales détachées de l'épithélium de l'ovaire s'accumule dans la cavité péritonéale 
et forment des sphéroïdes (agrégats multicellulaires) ou demeurent à l'état de cellules 
individuelles (BURLESON et al., 2004). Ces cellules peuvent survivre et proliférer dans cet 
environnement qui ne leur permet pas un accès direct aux vaisseaux sanguins pour les 
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approvisionner en nutriments et facteurs de survie. Subséquemment, ces cellules tumorales 
pourront toutefois s' attacher aux parois de la cavité intrapéritonéale, migrer, former des 
métastases et aller s'implanter à des foyers secondaires. 
Figure 1 : Cavité intrapéritonéale et péritonéum. 
Représentation schématique d'une coupe transversale de l'abdomen montrant le péritonéum 




1.4 Cellules mésothéliales et mésothéline 
Le mésothélium est une monocouche de cellules mésothéliales plates qui couvre la cavité 
intrapéritonéale (voir figure 1). Il joue un rôle très important dans la propagation des cellules 
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cancéreuses de l'ovaire à des sites secondaires par ses fonctions dans l'attachement des 
cellules, leur implantation et leur croissance (RIEPPI et al., 1999). Les cellules mésothéliales 
expriment plusieurs protéines de matrice extracellulaire et de molécules d'adhésion 
(intégrines et CD44, par exemple), molécules favorisant l'adhésion des cellules cancéreuses 
de l'ovaire (BURLESON et al., 2004). La mésothéline est une glycoprotéine de 40 kDa 
exprimée très fortement par le mésothélium et par les cellules cancéreuses de l'ovaire 
(CHANG et PASTAN, 1996). Elle est synthétisée sous la forme d'un précurseur de 70 kDa 
(HASSAN et al., 2004) et un clivage protéolytique permet la relâche d'un fragment de 32 
kDa, le Megakaryocyte Potentiating Factor (MPF) (YAMAGUCHI et al., 1996). L'autre 
fragment, de 40 kDa, provenant du précurseur est ancré à la surface cellulaire via un lien 
glycophosphatidyl inositol (ancre GPI); il s'agit de la mésothéline (CHANG et PASTAN, 
1996). Certaines études ont suggéré un rôle d'adhésion cellulaire de la mésothéline (CHANG 
et PASTAN, 1996). Par exemple, l'adhésion cellulaire hétérotypique entre des cellules 
épithéliales cancéreuses de l'ovaire (la lignée cellulaire OVCAR-3) et des cellules 
endothéliales de souris dérivées de la région aorte-gonades-mesonéphron d'un embryon de 
souris (lignée cellulaire LO) a été montrée (RUMP et al., 2004). De plus, dans cette étude, 
l'addition d'anticorps anti-mésothéline fait diminuer la liaison entre les deux lignées 
cellulaires. 
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2. Le cancer 
2.1 Propriétés des cellules cancéreuses 
Une tumeur maligne, ou cancer, est le résultat d'une transformation d'une cellule normale qui 
proliférera anormalement dans un environnement normal (VOET et VOET, 1998). Cette 
transformation est souvent due à une accumulation de modifications génétiques. Plusieurs 
caractéristiques sont communes aux cellules cancéreuses : elles sont auto-suffisantes en 
signaux de croissance, elles sont insensibles aux signaux d'inhibition de croissance, elles 
possèdent des moyens de s'évader de la mort cellulaire programmée (apoptose), elles ont un 
potentiel réplicatif illimité, elles favorisent l'angiogénèse et elles permettent l'invasion des 
tissus et les métastases (HANAHAN et WEINBERG, 2000). 
On peut diviser les phénotypes associés au cellules tumorales en deux grandes catégories : les 
phénotypes associés au potentiel tumorigénique et ceux associés au potentiel métastatique. 
2.2 Tumorigénicité 
2.2.1 Prolifération cellulaire 
En effet, les cellules cancéreuses démontrent des anomalies dans les mécanismes qui régulent 
les processus cellulaires tels que la prolifération, la différentiation et la survie. Une première 
caractéristique des cellules cancéreuses associée à leur potentiel tumorigénique est la 
prolifération incontrôlée. En culture cellulaire, des cellules normales prolifèrent jusqu'à 
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l'atteinte d'une densité de cellules définie en partie par la quantité de facteurs de croissance 
présents dans le milieu de culture. Les cellules cessent alors de proliférer et entrent dans une 
phase de quiescence (phase Go du cycle cellulaire) (COOPER, 2000). Les cellules 
cancéreuses, quant à elles, ne sont plus sensibles et ne répondent plus à cette inhibition 
dépendante de la densité de cellules car elles produisent elles-mêmes leur propres facteurs de 
croissance. Elles se divisent donc de façon incontrôlée jusqu'à atteindre une très grande 
densité de cellules. Il est même possible d'observer en culture cellulaire l'apparition de foyers 
post-con:fluence, c'est-à-dire des amas de cellules qui ne possèdent plus aucune inhibition de 
contact et qui s'empilent les unes sur les autres. Lorsqu'une cellule normale devient mature, 
elle acquiert des fonctions associées à son type cellulaire et perd ses capacités à se diviser. 
Dans le cas d'une cellule cancéreuse, on dira qu'elle est dédifférenciée et qu'elle continue 
donc à se diviser de façon incontrôlée (DEVITA et al., 1997; NOWELL, 1986). 
2.2.2 Adhésion cellule-cellule et prolifération en absence d'ancrage 
Les cellules cancéreuses sont régulées beaucoup moms strictement par les interactions 
cellule-cellule et cellule-matrice extracellulaire que les cellules normales. De cette manière, 
les cellules cancéreuses sont aptes à survivre même en absence d'interactions avec d'autres 
cellules ou en absence d'ancrage à une matrice. En effet, elles sont moins adhésives en raison 
de la perte de molécules d'adhésion à leur surface (E-cadhérine, par exemple) (COOPER, 
2000). Cette caractéristique des cellules cancéreuses aura un effet sur leur potentiel 
métastatique discuté un peu plus loin. Dans le cas du cancer épithélial de l'ovaire, des cellules 
tumorales sont relâchées par la surface de l'ovaire et se retrouvent dans l'ascite de la cavité 
péritonéale. Ces cellules ou agrégats de cellules (sphéroïdes) sont généralement considérés 
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comme anti-adhésifs mais s'implanteront éventuellement dans des sites secondaires dans la 
cavité péritonéale en formant des interactions cellule-cellule hétérotypiques (BURLESON et 
al., 2004). 
2.3 Potentiel métastatique 
2.3.1 Migration et invasion 
D'autres caractéristiques des cellules cancéreuses réfèrent plutôt à leur potentiel métastatique. 
La cascade métastatique fait référence aux étapes que la cellule cancéreuse subira afin d'aller 
s'implanter à un site secondaire distant du site d'origine (Figure 2). Ces étapes sont: la 
dissémination des cellules tumorales par migration, la protéolyse, l'invasion, la croissance 
tumorale dans le site métastatique et l'angiogénèse (RUIZ et GÜNTHERT, 1996). Chez les 
cellules normales, l'invasion de cellules dans un tissu peut se produire lors de différents 
évènements comme l'embryogénèse, la morphogénèse et la réparation de tissus. Ce processus 
est très régulé contrairement à l'invasion des cellules cancéreuses métastatiques. Les cellules 
épithéliales sont initialement ancrées à la lame basale leur transmettant des signaux de survie. 
Afin d'envahir d'autres tissus, les cellules tumorales malignes doivent migrer vers la lame 
basale vasculaire et dégrader la matrice extracellulaire pour pouvoir traverser la couche de 
cellules endothéliales. La dégradation de la matrice se fait à l'aide d'enzymes, les 
métalloprotéinases (MMP). La balance entre protéases et leurs inhibiteurs régule la digestion 
de la matrice extracellulaire. Une fois la couche de cellules endothéliales traversée, les 
cellules tumorales métastatiques circulent dans le sang et iront se réimplanter à un site 
secondaire. Un processus d'attachement et détachement des cellules pour leur migration 
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accompagne la protéolyse afin que les cellules acquièrent une motilité. Cependant, dans le cas 
du cancer ovarien, les métastases n'utilisent pas les vaisseaux sanguins ou lymphatiques pour 
se propager aux sites secondaires, mais se détachent de la tumeur primaire à la surface de 
l'ovaire et se retrouvent dans le liquide de la cavité péritonéale qui subi des mouvements 
provoqués par le diaphragme lors de la respiration (BROWN et al., 2000). Dans les cas de 
cancers ovariens, ce sont surtout les métalloprotéinases MMP-2 et MMP-9 qui sont 
responsables de l'invasion (Brown et al., 2000). Aux sites secondaires, l' angiogénèse, c'est-à-
dire la formation de nouveaux vaisseaux sanguins devient alors essentielle pour assurer 
l' apport de nutriments et la relâche des déchets métaboliques produits par la nouvelle tumeur 
(Figure 3; BROWN et al. , 2000). 
Figure 2 : Métastase des cellules cancéreuses de l'ovaire. 
Les cellules tumorales de l'ovaire se détachent du site primaire, voyagent dans la cavité 
intrapéritonéale et s' implantent à divers endroits comme aux ganglions lymphatiques et sur 
divers organes. (tiré de: http://www.nlm.nih.gov/medlineplus/ency/imagepages/9627.htm) 
13 
Figure 3 : Étapes de la cascade métastatique et molécules impliquées. 
Une cellule subi d'abord une ou une accumulation de transformations (1). Il y a alors une 
augmentation ou une diminution de l'expression de certaines molécules de surface. Il a donc 
une variation dans son adhésion et elle peut alors se détacher et envahir les tissus (2). 
L'expression de protéases et de leurs inhibiteurs change aussi et il y a alors protéolyse de la 
matrice extracellulaire (3) permettant ainsi à la cellule de migrer grâce à l'expression de 
facteurs impliqués dans la motilité (4). Différents facteurs de croissance permettent la 
prolifération des cellules cancéreuses (5) au nouveau site dans le nouveau 
microenvironnement (6) . L'angiogénèse est finalement provoquée par l'expression de 
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Le terme mucme est utilisé pour représenter les membres de la famille des grandes 
glycoprotéines composant majoritairement le mucus (ANDRIANIF AHAN ANA et al., 2006). 
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Il existe 19 mucines humaines à ce jour: MUCl, -2, -3A, -3B, -4, -SAC, -SB, -6, -7, -8, -9, -
11, -12, -13, -lS, -16, 17, -19 et -20. En conditions physiologiques normales, l'expression des 
mucines est spécifique au tissu, au stade de développement et au temps. L'expression 
dérégulée des mucines est une caractéristique importante de certains types de cancers 
(ANDRIANIF AHANANA et al., 2006). 
3.1 Structure générale des mucines 
La structure de base des mucines consiste d'abord en un cœur protéique appelé apomucine. À 
celui-ci est associé un grand nombre d'oligosaccharides liés à -0 et quelques-uns liés à-N. 
D'autres modifications post-traductionnelles telles que la sialylation ou la sulfatation sont 
observées fréquemment chez les mucines matures (ANDRIANIF AHANANA et al., 2006). 
Les mucines sont caractérisées par des motifs de répétitions en tandem positionnés dans le 
domaine extracellulaire au centre de la molécule. Les mucines montrent souvent un 
polymorphisme de type « nombre variable de répétitions en tandem » (VNTR) chez un même 
individu et aussi entre les individus. Ces répétitions sont riches en Ser et Thr, sites potentiels 
pour des 0-glycosylations (ANDJµANIF AHANANA et al., 2006, DURAISAMY et al., 
2006). Les sucres associés aux mucines comptent pour plus de 80% de la masse totale de la 
molécule (ANDRIANIF AHAN ANA et al., 2006). 
Il existe 2 différentes classes de mucines : les mucines sécrétées (classe elle-même divisée en 
deux, soit formant un gel et ne formant pas de gel) et les mucines associées à la membrane. 
La différence entre les deux classes est que les mucines associées à la membrane possèdent 
un domaine transmembranaire, contrairement aux mucines sécrétées 
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(ANDRIANIF AHAN ANA et al. , 2006). Les mucines membranaires possèdent également de 
façon caractéristique un domaine localisé entre les répétitions en tandem et le domaine 
transmembranaire, le domaine SEA (DURAISAMY et al. , 2006). Il s' agirait d'un site de 
clivage protéolytique. 
Figure 4 : Classification des mucines et domaines retrouvés par les mucines. (adapté de 














.1 UC 6 
MUC17 
MUC20 
• ~nal peptide 
Secreted and soluble muclns 
M.mbrane-boUnd rnucln• 
D domain 
B domain. pVW 
Cysteine-rich domain 
,.,. oornèl:i: p V'vV Cl MUC11p15domain 
N-glycosyt t•on 11,.s • Serfîhr-rich reg1on 
t EGF hke domain • Tra 1smembrane domai C tootasmic ta11 
16 
3.2 Rôles des mucines 
L'environnement des cellules épithéliales exprimant les mucines explique en grande partie 
leurs rôles. En effet, cet environnement est sujet à de grandes fluctuations tant au niveau du 
pH, de la force ionique, de l'hydratation et l'oxygénation qu'à son exposition aux protéases, 
glycosidases, lipases et toxines. Le rôle central des mucines dans cet environnement est donc 
de maintenir l'homéostasie et de promouvoir la survie des cellules épithéliales dans ces 
conditions (HOLLINGSWORTH et SW ANSON, 2004). Les mucines peuvent servir de 
lubrifiant (mucus), récepteurs et senseurs à la surface cellulaire et conduire à des signaux 
répondant à des stimuli externes et mener à des effets cellulaires tels que la prolifération, la 
différentiation, l'apoptose, la sécrétion de produits cellulaires spécialisés 
(HOLLINGSWORTH et SW ANSON, 2004, ANDRIANIF AHANANA et al., 2006). 
Chez les cellules cancéreuses, les mucines montrent fréquemment une expression dérégulée 
et les glycosylations associées à ces mucines sont souvent aberrantes. L'expression ectopique 
et la surexpression des mucines membranaires chez les cellules tumorales est généralement 
associée à une augmentation du potentiel malin et à un mauvais pronostic 
(ANDRIANIFAHANANA et al., 2006). Les mucines permettent l'évasion du système 
immunitaire, l'induction de la transformation cellulaire, l'inhibition de l'apoptose induite par 
le stress et la signalisation cellulaire (ANDRIANIF AHANANA et al., 2006). Les mucines 
contribueraient aussi à l'invasion des tumeurs en brisant les interactions entre les cellules 
tumorales (propriété anti-adhésive) et en établissant des interactions avec de nouveaux 
ligands entre les cellules en invasion (cellules tumorales) et les cellules avoisinantes 
(propriété adhésive) (HOLLINGSWORTH et SW ANSON, 2004). 
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3.2.1 Évasion du système immunitaire des cellules cancéreuses à l'aide des mucines 
Les cellules cancéreuses, même dans leur propre environnement, peuvent être reconnues 
comme étrangères par le système immunitaire. Pour survivre, se diviser et propager le cancer, 
ces cellules doivent échapper à cette défense de l'organisme. Les cellules cancéreuses 
expriment souvent des mucines à leur surface (MUCl à la surface des cellules cancéreuses de 
sein, par exemple). Ces mucines ont un rôle à jouer dans l'évasion du système immunitaire. 
En effet, les mucines peuvent lier les sélectines à la surface des leukocytes et ainsi les inhiber 
(leur motilité, leur adhérence et l'extravasation). Les mucines peuvent également former une 
solide barrière protectrice autour des cellules cancéreuses. Les mucines ont également la 
capacité de séquestrer certaines cytokines, ceci ayant pour effet de supprimer la réponse 
immune (HOLLINGWORTH et SW ANSON, 2004). Les cellules NK, cellules spécialisées 
dans la lyse des cellules transformées, dont les cellules cancéreuses, possèdent à leur surface 
différents récepteurs d'activation (K.AR) ou d'inhibition (KIR) de la lyse cellulaire. La lyse 
de la cellule cible se fera en fonction de la balance des signaux d'activation et d'inhibition de 
la lyse. Une cellule normale ne sera pas lysée car elle lie autant de KIR que de KAR des 
cellules NK. La cellule cancéreuse, quant à elle, possède plusieurs modifications dans 
l'expression de ses molécules de surface; un moyen de défense qu'elle peut acquérir contre 
cette cytotoxicité est de former des interactions avec plus de récepteurs KIR et l'expression 




L'utilisation d'un anticorps (OC125) dirigé contre la lignée cellulaire OVCA433 (obtenue 
d'une patiente atteinte d'un cystadenocarcinome papillaire ovarien) a permis la découverte de 
la protéine qui a été identifiée sous le nom de CA125 (cancer antigen 125) par l'équipe du Dr 
Robert C. Bast Jr en 1981 (BAST et al., 1981). Cet anticorps réagissait avec un antigène de 
surface des cellules cancéreuses de l'ovaire (BAST et al., 1981), plus particulièrement les 
tumeurs ovariennes de type séreux (KABAWAT et al., 1983). CA125 a ensuite été détecté 
dans plusieurs autres tissus sécrétoires normaux et d'autres carcinomes mais a aussi été établi 
comme marqueur du cancer de l'ovaire. Il est couramment utilisé comme outil de détection et 
de suivi des patientes (HARDARDOTTIR et al., 1990; ZURA WSKI et al., 1988; O'BRIEN 
et al., 1986; BAST et al., 1983). Depuis sa découverte, plusieurs recherches sont faites sur sa 
structure, ses fonctions physiologiques et son potentiel clinique. 
4.2 Importance clinique 
Depuis sa découverte, CA125 a été le sujet de plusieurs avancées concernant son utilisation 
clinique. Il est détecté à la face apicale des cellules normales de la plèvre, du péricarde, du 
péritonéum, des trompes de Fallope, de l'endomètre et de l'endocol mais pas de l'épithélium 
normal de l'ovaire (BAST et al., 1983; BERCHUCK et al., 1989). Il est détecté aussi dans les 
liquides biologiques normaux comme le lait, le mucus cervical, le plasma séminal, le sérum 
des femmes enceintes durant le premier trimestre de la grossesse et le liquide amniotique 
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(BARBAT! et al., 1990). Approximativement 80% des cancers de l'ovaire expriment CA125, 
les tumeurs séreuses étant plus souvent positives pour l'expression de CA125 que les tumeurs 
endométrioïdes et à cellules claires, tandis que les tumeurs mucineuses sont quasi négatives 
(BAST et al., 1998). On dit que CA125 sérique est un marqueur pour le suivi des patientes de 
cancer épithélial de l'ovaire (BAST et al., 1983; GUPPY et RUSTIN, 2002). En effet, une 
concentration sérique faible de CA125 (< 35 U/mL) corrèle avec un état normal chez la 
femme. Lorsque cette concentration augmente, on dénote une progression de la tumeur tandis 
que lorsqu'elle diminue, elle reflète une régression de la tumeur. Ce suivi est fait grâce à un 
test clinique encore utilisé de nos jours consistant en un ELISA de type sandwich utilisant 
deux anticorps dirigés contre deux épitopes différents dans la partie extracellulaire de la 
protéine (BAST et al., 1983; WHITEHOUSE et SOLOMON, 2003). Initialement, on estimait 
que l'élévation de la concentration de CA125 sérique était spécifique aux cancers ovariens; 
cependant, plusieurs conditions bénignes telles la grossesse, les inflammations pelviennes, la 
tuberculose, la cirrhose du foie et des conditions gynécologiques comme des kystes bénins 
aux ovaires, l'endométriose, les fibromes et la grossesse ectopique démontrent une élévation 
de CA125 (MEDEN et FATTAHI-MEIBODI, 1998). Également, au début de l'année 2007, 
une étude chez des patientes danoises (étude MALO V A) a montré une corrélation entre 
l'expression de CA125 des tissus et les niveaux sériques de CA125. De façon intéressante, 
50% des patientes atteintes d'un cancer de l'ovaire en stade précoce présentent une élévation 
de la concentration sérique de CA125 et dans 50% des tumeurs de stade 1, CA125 est 
détectable à leur surface (HOGDALL et al., 2007). Chez les stades avancés, par contre, plus 
de 80-95 % des patientes montrent des concentrations sériques de CA125 élevées (> 35 
U/mL) alors qu'on observe une perte de CA125 à la surface de la tumeur (HOGDALL et al., 
2007; BERCHUCK et al., 1989) malgré le fait que des études de micropuces démontrent que 
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CA125 est surexprirné dans les tumeurs de stades avancés (SA WIRIS et al., 2002). Les 
patientes en stades III et N qui montrent des tumeurs CA125-négatives ont une survie 
significativement plus courte que les patientes aux tumeurs CA125-positives (HOGDALL et 
al., 2007). 
4.3 Le gène MUCJ 6 
Le gène encodant la protéine CA125 est nommé MUC16 et est situé aux loci p13.2-13.3 du 
chromosome 19 (KANEKO et al., 2003). Le gène MUCJ 6 comprend le plus long exon 
(21693 ph) de ce chromosome (GR.Th1WOOD et al., 2004). 
L' ADNc partiel de CA125 a été isolé en 2001 par le groupe du Dr Lloyd (YIN et LLOYD, 
2001). Cet ADNc possédait une séquence de 5797 ph comprenant un codon d'arrêt et une 
séquence poly(A) mais pas de séquence d'initiation, laissant croire que cette séquence 
demeurait partielle (Yin et Lloyd, 2001). La séquence en acides aminés déduite de la 
séquence nucléotidique trouvée possédait plusieurs caractéristiques des mucines. En effet, le 
groupe a déterminé que cette séquence était riche en sérine, thréonine et proline dans sa 
région N-terminale et qu'elle possédait neuf répétitions en tandem de 156 acides aminés 
partiellement conservées. La région C-terminale contenait un domaine transmembranaire 
probable (25 résidus hydrophobes) et un site potentiel de phosphorylation sur une tyrosine 
dans la courte queue cytoplasmique de 31 acides aminés (YIN et LLOYD, 2001). 
Dans la même période, en 2001, un autre groupe, celui du Dr O'Brien, détermina une 
séquence de CA125 en clonant par une méthode de clivage contrôlé par le bromure de 
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cyanogène (CNBr) pour produire des fragments de 40 et 60 kDa (O'BRIEN et al., 2001). La 
structure générale de la séquence de CA125 déterminée par· ce groupe est la même que celle 
du groupe du Dr Lloyd : une courte queue cytoplasmique, un domaine transmembranaire et 
un domaine extracellulaire dominé par un domaine de répétitions en tandem (O'BRIEN et al., 
2001; voir figure 4). La différence entre les séquences des deux groupes consiste en un 
nombre différent de répétitions et la longueur du domaine N-terminal. O'Brien a évalué le 
nombre de répétitions à plus de 45 et pouvant même dépasser 60. La longueur totale de la 
protéine selon O'Brien serait évaluée à 22 152 acides aminés (O'BRIEN et al., 2001; 
O'BRIEN et al., 2002). La séquence déterminée par Lloyd est presque entièrement 
homologue à la portion 3' del' ADNc déterminée par O'Brien. Des sites potentiels d'épissage 
d'alternatif et la possibilité de polymorphisme donnant lieu à différents variants peuvent être 
responsables de l'incertitude face à la longueur de la protéine (O'BRIEN et al., 2001). Encore 
à ce jour, la séquence exacte et complète de CA125 n'est pas confirmée. Une partie de 
CA125 a été clonée et est nommée FLJ14303 (AK.024365). Elle contient les domaines 
cytoplasmique, transmembranaire, unique et 3 répétitions en tandem (HOVIG et al., 2001). 
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4.4 Structure protéique de CA125 
CA125 est composé de 3 domaines et chacun de ces domaines de la protéine montre des 
caractéristiques particulières. 
On connaît à ce jour certaines caractéristiques du domaine N-terminal de CA125 malgré sa 
séquence et sa longueur encore controversées. On sait par exemple qu'il possède un très 
grand potentiel pour des 0-glycosylations dû à sa richesse en résidus sérine et thréonine. Ces 
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glycosylations pourraient être responsables des interactions avec la matrice extracellulaire. 
Une autre partie moins glycosylée de ce domaine pourrait être responsable des interactions 
protéine-protéine avec la matrice extracellulaire (O'BRIEN et al., 2001). 
Le domaine des répétitions est un domaine très important de la protéine puisqu'il représente 
une portion majeure de la protéine, il porte les épitopes et donne à CA125 certaines des 
caractéristiques typiques des mucines. Les répétitions de 156 acides aminés chacune ont une 
séquence en acides aminés très semblable les unes aux autres sans être parfaitement 
identiques. Chaque unité répétitive possède une méthionine complètement conservée à la 
position 24, par exemple. Également, chaque répétition porte deux résidus cystéines aux 
positions 59 et 79 qui seraient potentiellement reliées par un pont disulfure et formeraient 
ainsi une boucle. Cette boucle étant conservée dans chacune des unités répétitives laisse 
croire à un rôle biologique important. Les épitopes OC125 (groupe A) et M11 (groupe B) 
(NUSTAD et al., 1996) sont situées dans cette boucle, structure leur permettant une bonne 
reconnaissance immune et un déficit en glycosylation dans l'environnement immédiat de la 
boucle. La partie N-terrninale d'une répétition porterait quelques N-glycosylations tandis que 
la partie C-terminale étant très riche en résidus sérine, thréonine et proline, serait très 
fortement 0-glycosylée (O'BRIEN et al., 2001). 
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Figure 6 : Représentation schématique d'une unité répétitive typique de CA125. 
Une répétition de CA125 de 156 acides aminés contient quelques sites de N-glycosylation 
dans sa partie N-terminale et est très fortement 0-glycosylée dans sa partie C-terminale. Une 
méthionine et deux cystéines sont très conservées parmi les répétitions de CA125. Les deux 
cystéines formeraient une boucle par un pont disulfure et cette boucle serait le site des 
épitopes OC125 (groupe A) et Ml 1 (groupe B). (Tiré de O'BRIEN et al. , 2001) 
a 
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Le domaine C-terminal, quant à lui, est composé d'une partie extracellulaire n'ayant aucune 
homologie avec d'autres domaines de la protéine (appelé domaine unique). Ce domaine 
comporte également un domaine transmembranaire typique d'acides aminés hydrophobes 
puis une courte queue cytoplasmique. Le domaine unique comporterait un site potentiel de 
clivage protéolytique juxtamembranaire d'environ 50 acides aminés et permettrait 
possiblement le clivage et la relâche de CA125 (O 'BRIEN et al., 2001). Il a été montré que la 
relâche de CA125 est précédée d'une phosphorylation maintenue par des inhibiteurs de 
phosphatases (FENDRJCK et al. , 1997). La queue cytoplasmique contient des sites potentiels 
de phosphorylation sérine/thréonine et tyrosine près du domaine transmembranaire dont la 
phosphorylation coïnciderait avec le clivage de CA125 (O'BRIEN et al. , 2001 ; KONISHI et 
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al., 1994). De plus, le domaine cytoplasmique de CA125 contient un signal de localisation 
nucléaire potentiel (RRRKK). 
Le cœur protéique de CA125 en fait une protéine évaluée à 2500. kDa (O'BRIEN et al., 
2002). Le contenu en glycosylations est quant à lui évalué à 24-28 % de sa masse 
contrairement aux autres mucines chez lesquelles ce pourcentage s'élève à plus de 50% 
(DAVIS et al., 1986; LLOYD et al., 1997). La masse totale moyenne de CA125 pourrait donc 
s'élever jusqu'à environ 3500 kDa (O'BRIEN et al., 2002). Non seulement les 0-
glycosylations ont été montrées comme très présentes chez la molécule de CA125 mais une 
robuste composition en N-glycosylations a aussi été démontrée (WONG et al., 2003; DA VIS 
et al., 1986; NAGATA et al., 1991). L'analyse des glycosylations a d'ailleurs indiqué la 
présence de galactose, N-acétyl glucosamine, N-acétyl galactosamine, mannose, acide 
sialique et fucose (DAVIS et al., 1986; WONG et al., 2003). 
La recherche de domaines conservés a révélé la présence de six domaines SEA. dans la 
séquence en acides aminés connue de CA125 (YIN et LLOYD, 2001). Les domaines SEA 
ont été identifiés pour la première fois comme souvent retrouvés chez les protéines §.ea urchin 
sperm protein, ~ntorokinase et wïn, d'où il tire son nom. Cinq de ces domaines se 
trouveraient dans la région des répétitions et le dernier se retrouve dans le domaine unique. 
Les domaines SEA existent toujours dans la partie extracellulaire des protéines et sont 
souvent accompagnés de 0-glycosylations vers la portion N-terminale, comme les répétitions 
de CA125 (MAEDA et al., 2004). Le domaine SEA servirait pour l'autoprotéolyse de la 
protéine et possiblement à l'association non-covalente des fragments générés par la 
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protéolyse, comme démontré dans le cas de la mucine MUCl et Muc3 (PALMAI-PALLAG 
et al., 2005; LEVITIN et al., 2005; KHATRI et al., 2003) 
4.5 Expression et propriétés de la protéine CA125 
L'expression et la relâche de CA125 peuvent être influencées par divers facteurs. Elles sont 
d'abord régulées par la division et le cycle cellulaire (MARTH et al., 1998; BECK et al., 
1998). Les cellules cancéreuses de l'ovaire qui croissent de façon exponentielle (donc un 
grande proportion de cellules en phases S et G2/M) montrent une expression et une relâche de 
CA125 diminuée. Sa relâche est dépendante de la densité cellulaire, c'est-à-dire qu'à une 
densité de cellules moyenne, les cellules ont suffisamment de facteurs de croissance 
disponibles et assez d'espace pour se diviser et on retrouve une diminution de la présence de 
CA125 autant dans le cytosol que dans le milieu conditionné (MARTH et al., 1998). Les 
cytokines et facteurs de croissance ont également le pouvoir de stimuler l'expression et la 
relâche de CA125. Par exemple, l'interféron-')" et le TGF-a stimulent l'expression de CA125 
(KURACHI et al., 1996; MARTH et al., 1989; MARTH et al., 1998). Il a aussi été suggéré 
que IL-1 et TNF menaient à une déplétion précoce de CA125 cellulaire suivi de l'inhibition 
de sa synthèse (Marth et al., 1998). TGF-/3 a été montré comme réduisant 1' expression de 
CA125 (MARTH et al., 1990). 
Une colocalisation de EGF-R et CA125 a été démontrée par immunohistochimie à la surface 
cellulaire. On pourrait supposer que le complexe EGF/EGFR servirait probablement à activer 
la sécrétion de CA125 et que cette sécrétion requiert une phosphorylation d'une tyrosine 
(FENDRICK et al., 1997; KONISHI et al., 1994). 
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4.6 Rôles connus de CA125 
En plus de 25 ans de recherche sur CA125, les fonctions de cette mucine demeurent encore 
très peu connues. Certains rôles de CA125 ont été proposés : adhésion cellulaire, invasion et 
métastases intrapéritonéales. On peut attribuer cette fonction grâce à l'observation montrant 
une interaction entre CA125 et la mésothéline, protéine hautement exprimée à la surface 
péritonéale (GUBBELS et al., 2006). Aussi, CA125 serait une protéase pouvant cliver 
d'autres protéines, ce qui favoriserait également l'invasion des cellules cancéreuses de 
l'ovaire. CA125 aurait aussi un rôle de lubrifiant, fonction caractéristique des mucines et 
protéines fortement glycosylées. On a aussi démontré un rôle de CA125 dans la suppression 
de la réponse immunitaire, par exemple en inhibant la réponse des cellules NK in vitro 
(PATANKAR et al., 2005). CA125 a aussi été montrée comme liant la galectine-1, faisant 
partie de la famille de protéines de type lectine liant les sucres B-galactoside des 
glycosylations. (HUGUES, 1997) Elles sont entre autres impliquées dans la modulation de 
l'adhésion, la prolifération et la mort cellulaires et dans le processus métastatique. 
(DANGUY et al, 2002; PERILLO et al, 1998) L'interaction CA125-galectine-1 suggère 
donc une implication de la galectine-1 dans la liaison des cellules CA125-positives à la 
matrice extracellulaire. 
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4.7 Modèles d'études de CA125 établis antérieurement dans le laboratoire 
Deux modèles d'étude de la mucine CA125 dans le cancer de l'ovaire ont été mis au point 
dans le laboratoire: un modèle de perte de fonction, c'est-à-dire qu'on a bloqué l'expression 
de surface de CA125 chez des cellules l'exprimant fortement en temps normal et un modèle 
gain de fonction, c'est-à-dire qu'on a forcé l'expression de certains domaines de la protéine 
CA125 par des cellules CA125-négatives. 
4. 7.1 Modèle de perte de fonction (knockdown) 
Des clones stables knockdown pour CA125 ont été établis à partir de la lignée cellulaire de 
cancer de l'ovaire NIH :OVCAR-3, cellules CA125-positives. Un scFv (single-chain 
fragment variable ou mini-anticorps) a été construit. Ce scFv est spécifique à la portion 
extracellulaire de CA125 (domaine des répétitions) et contient un signal de sécrétion et une 
séquence de localisation au réticulum endoplasmique KDEL. De cette façon, le scFv sera une 
protéine résidente du réticulum endoplasmique. Lorsque CA125, reconnu pour emprunter la 
voie de sécrétion pour être exprimé à la surface cellulaire, passera par le RE, il sera séquestré 
à ce compartiment cellulaire. On dira donc que les clones stables générés imitent un 
knockdown de CA125. Ces clones ont été validés pour la diminution d'expression de CA125 
(Figure 5) et la construction et l'étude de ces clones ont constitué le thème du mémoire de 
maîtrise de Julie Beaudin (BEAUDIN, 2003). 
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Figuré 7 : Validation des clones knockdown de CA125 
Les clones stables sont dérivés de la lignées cellulaire NIH :OVCAR-3. Les clones nommés 
1 :9#9 et 1 :9#7 expriment un scFv situé au RE qui permet de séquestrer CA125 dans ce 
compartiment de la cellule et constituent les cellules CA125-knockdown. Le clone ScFv 
contrôle est une lignée cellulaire qui exprime un scFv ne liant pas CA125. Les quatres lignées 
cellulaires (la lignée parentale et les 3 clones stables) ont été validés pour leur expression de 
CA125 (en rouge) et du scFv (en vert) par immunofluorescence indirecte sur lame avec des 
cellules perméabilisées. La diminution d'expression de surface de CA125 chez les clones 
knockdown a également été prouvée par cytométrie de flux avec des cellules non-
perméabilisées. 




4.7.2 Modèle de gain de fonction 
~ 
~~ . Poak : 4-0 e 
'-' 
"' 1()0 1D1 10~ 1a'- io' 
Fl.2°H 
Une population stable exprimant le domaine C-tenninal (CTD) de CA125 a été générée à 
l'aide d'une lignée cellulaire de cancer ovarien SKOV3, des cellules CA125-négatives. La 
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séquence des domaines cytoplasmique, transmembranaire et unique a été clonée dans un 
plasmide permettant de former une protéine de fusion avec deux étiquettes, polyhistidine etc-
mye, toutes deux situées en C-terminal de la protéine. Cette population stable, la population 
stable contrôle (exprimant le plasmide seul, EV) et la lignée parentale ont été validées pour 
leur expression de la protéine CTD à la bonne localisation cellulaire, c'est-à-dire 
membranaire. Ces constructions ont été fabriquées et validées en partie par Marianne Boivin 
(BOIVIN, 2005). Les validations ont été faites par immunofluorescence indirecte sur lame et 
par immunoprécipitation suivie d'un gel SDS-PAGE. 
Figure 8: Validation de la population SKOV3-MUC16-CTD. 
Les populations stables sont dérivées de la lignées cellulaire SKOV3. La population stable 
nommée SKOV3-MUC16-CTD exprime le domaine C-terminal de CA125 tandis que la 
population SKOV3-EV contient seulement le vecteur vide. Les trois lignées cellulaires (la 
lignée parentale et les 2 populations stables) ont été validées pour leur expression de la 
construction MUC16-CTD (en vert) par immunofluorescence indirecte sur lame avec des 
cellules perméabilisées (en bleu, l'ADN des noyaux des cellules coloré au DAPI). 
L'expression de la protéine MUC16-CTD a également été prouvée par immunoprécipitation 
avec les étiquettes polyhistidine et c-myc de la protéine de fusion suivie d'un gel SDS-PAGE. 
~ ~ ~ 
~ ~ ~ 
SKOV3 "C "C "C !--< !--< !--< 
~ ·~ ~ u u u 1 1 1 
"' "' "' ~ ~ ~ = = ~· .- .- .-t! t! u u u ~ ;;;.;i ;;;.;i ;;;.;i ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ 
"'> "'> "'> "'> (,; "'> "'> 
~~ ~.~ 
;;:.c.,, ;;:. 5' ;;:. ;;:.c.,, 
0 C.11 Oc!i o~ 0 C.11 ~-= ~- ~~ ~-= ::id-







4. 7.3 Phénotypes observés et rôles attribués à CA125 déterminés à l'aide des modèles 
d'étude 
Ces modèles d'études ont permis d'attribuer des rôles au marqueur de cancer de l'ovaire 
CA125 dans ces contextes cellulaires particuliers à partir de différents essais phénotypiques 
expérimentés (tableau 3). La perte de CA125 à la membrane cellulaire augmente la sensibilité 
à l'inhibition de contact, diminue l'adhésion cellule-cellule (peu de croissance en absence 
d'ancrage et de formation de sphéroïdes), diminue la tumorigénicité chez les souris, favorise 
la transition épithélio-mésenchymateuse (EMT) et augmente la migration cellulaire. Dans le 
cas du modèle de gain de fonction par le domaine C-terminal de CA125, on a observé une 
diminution de l'inhibition de contact, une augmentation de l'adhésion cellule-cellule, une 
augmentation de la tumorigénicité chez les souris. La morphologie de la lignée cellulaire 
utilisée était au départ mésenchymateuse et n'a pas été altérée avec le gain de fonction. 
Finalement, la migration cellulaire est aussi augmentée avec le gain de fonction (BEAUDIN, 
2003, PINARD, 2005). Toutes ces données mises ensemble suggèrent que CA125 pourrait 
être considéré comme un oncogène puisqu'il contribue à augmenter la tumorigénicité des 
cellules qui l'expriment. De plus, on peut également suggérer de ces observations que le 
domaine C-terminal de CA125 est suffisant pour conférer ces rôles à CA125. 
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Tableau 3 : Phénotypes observés chez les modèles d'études de CA125 antérieurement 
dans le laboratoire. (Données non-publiées) 
Phénotype observé Modèle perte de fonction Modèle gain de fonction (knockdown) (MUC16-CTD) 
Temps de doublement Aucun effet Aucun effet 
Sensibilité à l'inhibition de t i contact 
Croissance en absence i t d'ancrage (milieu semi-solide) 
Formation dè foyers post- i t confluence 
Formation de sphéroïdes ii tt 
Formation de tumeurs chez Non Oui souris NUDE et SCID 
Epithéliale Mésenchymateuse 
Morphologie cellulaire i i 
Mésenchymateuse Mésenchymateuse 
Migration t t 
D'autres part, les clones CA125-knockdown ont été montrés comme étant plus sensibles aux 
agents chimiothérapeutiques génotoxiques (BOIVIN, 2005) et aux cytokines cytotoxiques 
TRAIL et FasL (données non-publiées) que les cellules exprimant CA125 . 
Des interactions suggérant certaines fonctions de CA125 ont également été observées dans le 
laboratoire. Des co-immunoprécipitations entre CA125, la ~-caténine et E-cadhérine ont été 
montrées (données non-publiées). Ces interactions suggèrent un rôle de CA125 dans la 
progression du cancer de l'ovaire puisque ces protéines sont impliquées entre autres dans la 
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progression du cancer du sein (SCHROEDER et al., 2003). De plus, un criblage par double-
hybride chez la levure a montré des interactions de la queue cytoplasmique de CA125 avec 
les sous-unités FO/Fl de l' ATP-synthase et avec RNF5 (données non-publiées). L' ATP-
synthase est une protéine mitochondriale, ce qui suggérerait que la queue. cytoplasmique de 
CA125 serait transloquée vers cet organelle. RNF5 est une protéine à motif "ring finger'' et 
est un modulateur de la motilité cellulaire par son action sur la paxilline. (DIDIER et al, 
2003). 
5. Hypothèse et objectif 
CA125 est une immense protéine comportant plusieurs domaines. Chacun de ces domaines 
possède des caractéristiques structurales particulières pouvant lui conférer des fonctions 
précises dans divers processus cellulaires impliqués dans le développement et la progression 
métastatique du cancer épithélial de l'ovaire. Connaissant les phénotypes associés à une perte 
de fonction et ceux associés au gain de fonction (du domaine C-terminal de CA125), il est 
possible de suggérer certains rôles de la protéine et du domaine C-terminal. De façon 
générale, notre laboratoire suggère par les observations faites jusqu'à maintenant que la 
présence de CA125 à la surface des cellules tumorales augmente leur potentiel 
tumorigénique. On connaît également des interactions du domaine des répétitions de CA125 
avec différentes protéines telles que la mésothéline et la galectine-1. 
Notre hypothèse est que le domaine extracellulaire de CA125 (domaine unique et domaine 
des répétitions) est important dans le développement, la tumorigénicité et la progression 
métastatique des cellules tumorales de l'ovaire. Notre objectif principal est donc de 
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déterminer l'influence du domaine extracellulaire de CA125 dans son microenvironnement 
(cellules mésothéliales et lymphocytes) et sur les phénotypes observés chez les modèles de 
perte et de gain de fonction. Pour ce faire, des essais avec les clones stables CA125-
knockdown seront effectués et des populations stables exprimant les différentes parties du 
domaine extracellulaire de CA125 seront produites, validées et testées pour vérifier leur 
tumorigénicité et potentiel métastatique (comparé à leurs contrôles). 
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MATÉRIEL ET MÉTHODES 
6. Culture cellulaire 
Toutes les lignées cellulaires utilisées sont cultivées à 37°C en présence de 5% C02. La 
lignée cellulaire NIH :OVCAR-3 (ATCC, Manassas, VA) est une lignée cellulaire provenant 
de l'ascite d'une patiente atteinte d'un adénocarcinome séreux de l'ovaire. Cette lignée est 
cultivée dans du milieu RPMI 1640 (Wisent Inc, St-Bruno, Québec) supplémenté de 20% 
FBS (Wisent lnc, St-Bruno, Québec), 10 µg/mL insuline (Sigma, St-Louis, Missouri) , 2,5 
µglmL amphotéricine B (Wisent Inc, St-Bruno, Québec), 2 mM L-glutamine (Wisent Inc, St-
Bruno, Québec), 100 µg/mL streptomycine (Wisent Inc, St-Bruno, Québec) et 1 U/mL 
pénicilline (Wisent Inc, St-Bruno, Québec). Les populations stables dérivant de cette lignée 
cellulaire sont cultivées dans le même milieu de culture contenant un agent de sélection, 
c'est-à-dire 1 µg/ml blasticidine (CN Biosciences, San Diego, CA). Le passage cellulaire de 
cette lignée s'effectue dans un ratio de 1 :3 à tous les 3-4 jours, c'est-à-dire lorsque la 
confluence des cellules atteint 90-1 OO %. 
La lignée cellulaire SKOV3 (ATCC, Manassas, VA) est également une lignée cellulaire 
provenant de l'ascite d'une patiente atteinte d'un adénocarcinome séreux de l'ovaire. Cette 
lignée est cultivée dans du milieu DMEM/F12 50/50 mix (Wisent Inc, St-Bruno, Québec) 
supplémenté de 10% FBS, 2,5 µglmL amphotéricine B, 4 mM L-glutamine, 1 OO µg/mL 
streptomycine et 1 U/mL pénicilline. Pour la culture des populations stables dérivant de cette 
lignée cellulaire, on ajoute à ce milieu de culture 2 µg/ml blasticidine. Le passage cellulaire 
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de cette lignée s'effectue dans un ratio de 1 :3 à tous les 3-4 jours lorsque la confluence est de 
80-90 %. 
La lignée cellulaire 293T provient de la lignée parentale 293 établie de cellules primaires 
humaines embryonnaires de rein transformées avec I' ADN de !'adénovirus humain type 5. 
Cette lignée est cultivée dans du milieu DMEM (Wisent Inc, St-Bruno, Québec) supplémenté 
de 10% FBS, 2,5 µglmL amphotéricine B, 2 mM L-glutamine, 1 OO µglmL streptomycine et 1 
U/mL pénicilline, 0,1 µM mélange d'acides aminés non-essentiels (Invitrogen Canada Inc., 
Burlington, Ontario). Le passage cellulaire de cette lignée s'effectue dans un ratio de 1 :7 ou 
1 :8 à tous les 3 jours. 
La lignée cellulaire HTB-30 est une lignée provenant de l'effusion pleurale d'un 
adénocarcinome du sein. Elle est cultivée dans du milieu RPMI 1640 supplémenté de 10% 
FBS, 2,5 µg/mL amphotéricine B, 2 mM L-glutamine, 1 OO µglmL streptomycine et 1 U/mL 
pénicilline. Ces cellules sont passées 1 :3 une fois par semaine. 
La lignée cellulaire NKL est dérivée de cellules NK de patient de leucémie/lymphome. Cette 
lignée est cultivée dans le milieu DMEM supplémenté de 10% FBS, 2,5 µglmL 
amphotéricine B, 2 mM L-glutamine, 1 OO µglmL streptomycine et 1 U/mL pénicilline, 1000 
U/mL interleukine-2. Le passage cellulaire de cette lignée s'effectue dans un ratio de 1 :10 ou 
à tous les 3 jours. 
Lors d'un passage cellulaire, le milieu de culture des cellules a été retiré et les cellules ont été 
lavées avec 5 mL de PBS (Wisent Inc, St-Bruno, Québec) afin de neutraliser les inhibiteurs 
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de trypsine se trouvant dans le sérum du milieu de culture (cette étape est évitée pour les 
cellules 293T car le PBS les fait décoller). Un mélange de 0,05% trypsine/ 0,53 mM EDTA 
(Wisent Inc, St-Bruno, Québec) ou 0,53 mM EDTA (Wisent lnc, St-Bruno, Québec) (2 mL) 
ont été ajoutés au contenant de cellules ensuite placé à 37°C pour une durée de 2 à 10 minutes 
dépendant de la lignée cellulaire et de la solution utilisée pour décoller les cellules. Les 
cellules ont ensuite être récoltées en rinçant les flacons avec 5 mL de milieu de culture et 
placées dans un tube conique de 15 mL pour être centrifugées à 1000 RPM durant 5 minutes 
dans une centrifugeuse Labofuge 400R (VWR, Montréal, Québec). Le surnageant a été 
aspiré et le culot resuspendu dans du milieu de culture pour être divisé entre les flacons de 
culture cellulaire T-75 (BD Falcon, Bedford, MA), le volume total de culture étant de 10 mL. 
7. «Western blot overlay » 
L'essai de liaison CA125 soluble/ mésothéline recombinante a été réalisé comme décrit dans 
l'article de GUBBELS et al., 2006 (voir annexe 1). Brièvement, le CA125 soluble isolé 
d'ascites de patientes et des cellules OVCAR-3 (description de l'isolation dans WONG et al., 
2003 ) a été séparé sur gel SDS-PAGE. La membrane de PVDF sur laquelle a été transférée la 
protéine a été incubée avec la mésothéline recombinante (meso-Fc, partie Fe d'un anticorps 
de lapin) toute la nuit. Le lendemain, la membrane a été lavée puis incubée avec un anticorps 
anti-mésothéline et l'anticorps secondaire anti-souris couplé à une peroxidase (tableau 3). 
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8. Cytométrie de flux - liaison mésotbéline/CA125 
L'essai de liaison de la mésothéline recombinante aux cellules CA125-positives et-négatives 
a été réalisé comme décrit dans l'article de GUBBELS et al., 2006 (voir annexe 1). 
L'essai de formation de doublets homo- et hétérotypiques entre les cellules CA125-positive et 
les cellules exprimant la mésothéline est également décrit dans le même article. 
9. Isolation de cellules NK à partir de sang frais 
L'isolation de cellules NK à partir de 40 mL de sang prélevé chez des donneurs a été réalisée 
à l'aide de Histopaque® (Sigma Aldrich, St-Louis, MO) et selon les instructions du fabricant. 
10. Cytométrie de flux - détermination de la présence de CA125 à la surface des 
lymphocytes 
La détermination de la présence de CA125 à la surface des lymphocytes de donneurs 
normaux lorsqu'incubé 72 heures dans l'ascites de patiente CA125-positif a été fait grâce à 
une cytométrie de flux décrite dans l'article de BELISLE et al., 2007 (annexe 2). Le même 
type d'expérience a été réalisé avec des lymphocytes du sang et de liquide péritonéal de 
patientes. 
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11. Essai de cytotoxicité 
Les cellules OVCAR-3, scFv contrôle et les clones 1 :9#9 et 1 :9#7 ont été ensemencés en 
triplicatas dans des plaques 12-puits à raison de 250 000 cellules par puits. Le lendemain, les 
cellules NKL ont été ajoutées aux plaques de cellules CA125-positives et -négatives dans un 
ratio cellules cibles : cellules effectrices de 1 : 1. Les co-cultures de cellules ont été incubées à 
37°C et 5% C02• Après 72 heures d'incubation, le nombre de colonies et de cellules vivantes 
dans 5 champs de microscope déterminés aléatoirement pour chacun des puits ont été 
dénombrées. 
12. Description des plasmides 
Les cartes des plasmides utilisés sont illustrées à la figure 9. Le plasmide pME18S-FL3 
(Helix Research Institute, Japon) (Genbank #AB009864) est un vecteur d'expression 
eucaryote dans lequel différents ADNc d'une librairie ont été clonés. Parmi eux, se trouve 
l' ADNc de FLJ14303, gène incluant le domaine cytoplasmique, le domaine 
transmembranaire (TM) le domaine unique (U) et 3 répétitions de CA125 (R). 
Le plasmide pShuttle-CMV est un vecteur de transfert adénoviral. Il contient un site de 
clonage multiple dans lequel a été cloné des gènes en aval du promoteur fort humain CMV 
permettant l'expression constitutive des gènes chez plusieurs lignées cellulaires. Le plasmide 
possède aussi un signal de polyadénylation, ce qui permet la protection de l'extrémité 3' de 
l 'ARNm. La taille maximale d' ADN pouvant être cloné dans ce plasmide est de 6.6 kb. 
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PShuttle-CMV a été utilisé ici dans le but de construire une cassette d'expression de protéines 
recombinantes. 
Le plasmide pLenti6N5 (Invitrogen, Carlsbad, CA) contient, lui aussi le promoteur fort 
CMV. Il contient également le promoteur SV 40 qui dirige l'expression de la blasticidine. Il y 
a présence des gènes de résistance à la blasticidine et à l'ampicilline pour la sélection des 
cellules transformées dans les cellules eucaryotes et procaryotes, respectivement. Les Long 
Terminal Repeats (LTR) 5' et 3' dérivés de HIV-1 permettent l'empaquetage du virus et la 
transcription inverse del' ARNm. Le plasmide possède aussi la séquence d'empaquetage viral 
HIV-1 psi (V). En C-terminal du gène cloné se trouve un épitope V5. L'origine de réplication 
pUC permet une réplication « high-copy » du plasmide chez la bactérie. 
Les plasmides pLPl, pLP2, pLPNSVG sont des plasmides apportant les fonctions virales en 
trans. Tous trois possèdent l'origine de réplication pUC qui leur permet une réplication 
« high-copy » et d'être maintenus dans la bactérie. Ils possèdent également le gène de 
résistance à l'ampicilline pour la sélection en bactérie. Les gènes exprimés par les vecteurs 
pLPl et pLPNSVG sont sous le contrôle du promoteur fort CMV. Ces deux mêmes 
plasmides contiennent l'intron de la ,8-globine servant à augmenter l'expression des gènes 
gag et pol dans le cas de pLPl et de VSV-G pour pLPNSVG. Les gènes gag et pol codent 
respectivement pour les protéines virales de structure et pour des enzymes de réplication 
virales et d'intégration du lentivirus. Dans le cas de pLP2, le promoteur RSV contrôle 
l'expression du gène rev. La protéine Rev interagit avec le« Rev responsive element » (RRE) 
du plasmide pLPl pour induire l'expression de Gag et Pol et agit sur le plasmide pLenti6N5 
pour promouvoir 1' export nucléaire de l' ARN viral non-épissé pour 1' empaquetage des 
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particules virales. Les trois plasmides possèdent un signal de poly-adénylation (,B-globine pA 
pourpLPl etpLPNSVGetHIV-1 pApourpLP2). 
Figure 9 : Carte des plasmides 
(A) pShuttle-CMV (www.coloncancer.org/ adeasy/pShuttle-CMV.jpg), (B) pME18S-FL3 
(http://kugi.kribb.re.kr/KUGI/doc/pME18S-FL3/), (C) pLenti6N5-DEST/Adaptateur (adapté 
de www.invitrogen.com/content/sfs/manuals/plenti_dest_man.pdf), (D) pLPl, (E) pLP2, (F) 
pLPNSVG (www.invitrogen.com/content/sfs/manuals/virapower _lentiviral_ system_ man.pdf). 























13. Construction de la cassette d'expression 
13.1 Production d'adaptateurs 
La cassette d'expression a d'abord été construite en 3 parties dans le plasmide pShuttle-
CMV. Chacune des parties constitue un adaptateur en soi. Les couples d'oligonuclétides #1, 
#2 et #3 (tableau 2) sont des amorces complémentaires. L'appariement des 2 oligonucléotides 
a été fait en mélangeant les 2 amorces à une concentration finale de 1 OO nmole/mL chacun 
dans un tampon d'appariement IX (0.1 M Tris-HCl pH 7.5, 0.5 M NaCl, 50 mM EDTA, dans 
l'eau DEPC) et en plaçant la solution à 65°C pour 10 minutes. La solution d'adaptateur a 
ensuite été retirée du bain et refroidie à la température ambiante durant 1-2 heures. Les 
adaptateurs ainsi produits possèdent des extrémités à bouts cohésifs et sont donc prêts à être 
assemblés au plasmide par ligation. 
13.2 Clonage 
1 µg de plasmide pShuttle-CMV a été digéré par 100 U de l'enzyme de restriction Bgl II 
(New England Biolabs, Pickering, Ontario) additionné de 2.5 µL de tampon 1 OX NEB 3 
(New England Biolabs, Pickering, Ontario) et 100 µg/ml de BSA (New England Biolabs, 
Pickering, Ontario). Le volume a été ajusté à 25 µL avec de l'eau stérile et la réaction a été 
incubée à 37°C durant 2 heures. L' ADN a ainsi été linéarisé par digestion par Bgl II. Il a 
ensuite été précipité en ajoutant dans l'ordre 1 µL d'une solution 20 mg/mL de glycogène 
(Roche, Mississauga, Ontario), 2.5 µL d'une solution de ~OAc 7.5 Met 62.5 µL d'éthanol 
95% froid. La précipitation del' ADN s'est fait à-80°C durant 1 heure. La solution d' ADN a 
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été centrifugée à 13000 RPM durant 15 minutes à 4°C puis le culot d'ADN a été lavé avec de 
l'éthanol 70% froid et centrifugé à 13000 RPM durant 5 minutes. Le culot d'ADN a été séché 
et resuspendu dans 20 µL d'eau. Pour ajouter le premier adaptateur au plasmide, l' ADN 
plasmidique a ensuite été digéré par 100 U d'enzyme Kpn I (New England Biolabs, 
Pickering, Ontario), réaction incluant aussi 3 µL de tampon 1 OX NEB 3 (New England 
Biolabs, Pickering, Ontario), 1 OO µg/ml de BSA (New England Biolabs, Pickering, Ontario) 
et le volume conplété à 30 µL avec de l'eau stérile. L'adaptateur codant pour le signal de 
sécrétion IgK leader et le plasmide digéré ont été ligués suivant ces proportions : 10 µL 
d'adaptateur (insert), 1 µL de plasmide digéré Bgl II/Kpn I, 1.5 µL de tampon de ligation lOX 
(New England Biolabs, Pickering, Ontario), 1 µL de T4 DNA ligase (New England Biolabs, 
Pickering, Ontario) et 1.5 µL d'eau stérile. Pour compléter la réaction à 15 µL. La réaction de 
ligation a été faite à 16°C toute la nuit. Les même étapes ont été suivies pour ajouter, dans 
l'ordre, les adaptateurs codant pour l'étiquette (His)6+linker flexible (enzymes de restriction 
utilisées: Kpn I et Sal I (New England Biolabs, Pickering, Ontario)) et pour le second linker 
flexible+l'étiquette c-myc (enzymes utilisées: Not I (New England Biolabs, Pickering, 
Ontario) et Hind III (New England Biolabs, Pickering, Ontario)) (voir figure 10). 
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Figure 10 : Schématisation de la cassette d'expression fabriquée. 
Dans le site de clonage multiple de pShuttle-CMV, situé entre le promoteur CMV et le signal 
de polyadénylation de SV 40, a été ajouté en trois parties (adaptateurs) le signal de sécrétion 
IgK leader, l'étiquette poly-His (His)6 suivie d'un linker flexible (G3S)3, un second linker 
flexible (G3S)3 précédant l'étiquette c-myc. Tous les sites de restriction utilisés sont indiqués 
sur la figure. Les domaines de CA 125 ont été clonés dans cette cassette à l'aide des sites de 
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Après chacune des ligations, une transformation bactérienne par choc thermique était 
effectuée. Des bactéries XLI Blue (Stratagen, Cedar Creek, TX) ont d'abord été rendues 
compétentes par la méthode du livre de référence Molecular cloning, A laboratory Manual. 
(SAMBROOK et RUSSELL, Vol. l p 1.116-1.118, Protocole 25) et congelées à -80°C en 
aliquots de· 200 µL. Pour la transformation, les bactéries ont été dégelées sur glace. L' ADN 
plasmidique (volume total d'une réaction de ligation ou 50 ng d' ADN plasmidique contrôle) 
a été mélangé avec les bactéries et le tout incubé sur glace pour 10 minutes. Le mélange 
ADN/bactéries a subi le choc thermique lorsque les tubes ont été placés à 42°C durant 90 
secondes puis remis sur glace pour 2 minutes. 800 µL de milieu LB (5 g/L Yeast extract 
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(EMD Chemicals, Dasrmstadt, Allemagne), 10 g/L NaCl, 10 g/L bactotryptone (Fisher 
Scientific, Fair Lawn, NJ) chauffé à 37 °C aux bactéries. Les bactéries ont alors été incubées à 
37°C sous agitation durant une heure. Les bactéries ont été par la suite étalées sur pétris 10 
cm LB/agar sélectifs (kanamycine (Roche, Mississauga, Ontario) 1 OO µg/ml, le plasmide 
pShuttle-CMV possédant le gène de résistance à cet antibiotique). Les pétris ont été incubés à 
l'envers toute la nuit à 37 °C. 
Plusieurs colonies ont été obtenues et les clones positifs ont été déterminés par analyse de 
l' ADN plasmidique. Pour ce faire, les clones ont été amplifiés dans 5 mL de milieu LB 
contenant 100 µg/mL de kanamycine durant toute une nuit à 37 °C sous agitation. 
L'extraction de l'ADN plasmidique des clones a été réalisée selon le protocole du livre de 
référence Molecular cloning, A laboratory Manual. (SAMBROOK et RUSSELL, Vol.1 
pl.32-1.34, Protocole 1). L'ADN plasmidique alors obtenu a été mis sur gel d'agarose 0.8% 
et leur taille a été vérifiée. Les clones positifs ont été confirmés en effectuant une réaction de 
digestion avec une enzyme de restriction digérant une seule fois dans le plasmide, plus 
particulièrement dans l'insert pour vérifier sa présence. Un clone positif a été déterminé et 
une grande quantité de son ADN plasmidique a été purifié à l'aide du système MaxiPrep de 
Qiagen (Qiagen, Mississauga, Canada). Dans le nouveau plasmide ainsi construit (pShuttle-
CMV-IgK-His-myc) ont pu être cloné les domaines de CA125 recherchés. 
13.4 Réaction de PCR 
Afin d'amplifier l' ADN recherché (domaines de CA125), la réaction suivante a été préparée: 
20 ng d' ADN plasmidique pME18S-FL3-cDNA contenant FLJ14303, 5 µL de tampon Pfu 
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Ultra lOX (Stratagen, La Jolla, CA, États-Unis), 0,4 µL de dNTP 25 mM (GE Healthcare, 
Baie d'Urfé, Canada), 0,8 µL de chacune des deux amorces spécifique à l' ADN à amplifier 
préalablement diluées à une concentration de 50 nmoles/mL (les amorces utilisées sont 
décrites au tableau 4) et de l'eau pour compléter le volume à 49 µL. Les amorces utilisées ont 
un site de restriction Sfi 1 en 5' et un site Not 1 en 3', permettant ainsi aux inserts d'être 
clonés dans le plasmide pShuttle-CMV-IgK-His-myc construit à cette fin. Les réactions ont 
été placées dans l'appareil PCR (Eppendorf Mastercycler, Brinkmann, Mississauga, Canada) 
et la réaction de PCR a commencé par une étape de pré-chauffage des échantillons à 94°C 
pour 5 minutes. 2,5 U d'enzyme Pfu DNA polymerase (produite par Catherine Desrosiers, 
Départ. Microbiologie) ont été ajoutés aux échantillons. 30 cycles de réaction ont ensuite été 
faits de la façon suivante: 94°C pour 1 minute, température d'appariement (voir tableau 2) 
pour 2 minutes et 72°C pour 2 minutes. Les produits de PCR alors obtenus ont été mis sur gel 
d'agarose LE (Roche diagnostics, Indianapolis, IN) à une concentration de 0.8% et contenant 
1 µg/mL de bromure d'éthidium (Pharmacia, Biotech, Suède). L' ADN a migré 30 minutes à 
120V. Les produits PCR ont pu ainsi être visualisés en plaçant le gel sous lumière 










Tableau 4 : Conditions de PCR. 
Amorces, température d'appariement et taille des produits de PCR. L'amorce 5' est décrite la 
première. Les amorces ont été produites par IDT Inc (Coralville, IA). 
ADN Température 
Taille du 
Séquence des amorces produit de amplifié d'appariement PCR 






















2 Répétitions 5' ATGCGGCCATCTAGGCCACGTTTCT AAACCTGGTC 65°C- 1 min 1019 pb 
CCTC3' (-1°C)/cycle de 
30 sec pour 9 
5'ATAGTTTAGCGGCCGCAGAGATGGCTGGCAGCTGA cycles 
A3' 55°C- 1 min 
Pour 20 cycles 
VTM 5'ATGCGGCCATCTAGGCCACATCACCCTGCTGAGGG 55°C 805 pb 
ACA3' 
5 'A TTATCTT AAGCGGCCGCAGCGGGTGGTCACCAGG 
AC3' 
lRUTM 5'ATGCGGCCATCTAGGCCACGTTTCTAAACCTGGTC 55°C 2611 pb 
CCTC3' 
5 'A TTATCTT AAGCGGCCGCAGCGGGTGGTCACCAGG 
AC3' 
Igk leader/ 5'CGCGAA TCCATT ATGGAGACAGACACACTCCTG 3' 59°C Variable 
c-myc selon la 
5 'TGATATCTCAA TTCAGATCCTCTTCTGAGATGA 3' construction 
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9 Répétitions 5'CGTIAAGGAAAAAAGCGGCCGCBTGTICAAGAAC 65°C - 1 min 468 pb 
CA125 pour ACCAGTGT3' (-1°C)/cycle de 
détection 5'GCAACTAGATCTGTCCCTGAAGGACTCTCTC 3' 30 sec pour 9 
chez cycles 
lymphocytes 55°C- 1 min 
Pour 20 cycles 
10 Actine 5 'GGACTICGAGCAAGAGATGG 3' 51°C 144pb 
5' AGGAAGGAAGGCTGGAAGAG 3' 
13.5 Ligation et transformation par choc thermique 
Après amplification des inserts recherchés, les réactions de PCR ont été mis sur gel d' agarose 
0.8%. Les bandes recherchées (bons poids moléculaires lorsque comparées au standard lkb 
DNA ladder (Invitrogen, Carlsbad, CA) ont été découpées du gel et extraites de celui-ci grâce 
au QIAquick Gel extraction Kit de Qiagen (Qiagen, Mississauga, Canada) selon le protocole 
fourni par la compagnie. La totalité de l' ADN obtenu a subi une digestion enzymatique toute 
la nuit à 50°C par 100 U de Sfi I dans 5 µL de tampon lOX NEB 2 (New England Biolabs, 
Pickering, Ontario), 100 µg/ml de BSA et en complétant le volume à 50 µ L. Le lendemain, 
l' ADN a été précipité selon la méthode de précipitation d' ADN expliquée précédemment et 
digéré par l'enzyme Not.I avec les mêmes composantes et conditions de digestion que celle 
avec Kpn I expliquée à la section 13.2. Parallèlement aux digestions des inserts, le plasmide a 
été digéré par Sfi I, précipité puis digéré par Not Ide la même manière. Les produits de PCR 
digérés ont été purifiés (enlever les protéines et oligonucléotides résultant de la digestion) par 
un QIAquick PCR Purification Kit de Qiagen (Qiagen, Mississauga, Canada) selon les 
directives fournies. Les plasmides digérés ont aussi été purifiés (enlever les nucléotides 
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résultant de la digestion par Not D grâce au QIAquick Gel extraction Kit de Qiagen (Qiagen, 
Mississauga, Canada) selon les directives expérimentales du fabricant. La concentration du 
plasmide et des insert a été évaluée à l'œil en faisant migrer les ADN sur gel d'agarose. La 
ligation plasmide / insert a été faite de la même manière que les ligations des adaptateurs avec 
pShuttle-CMV (voir section 13.1) et dans les mêmes proportions plasmide :insert (1 :10). Les 
réactions de ligations ont aussi été transformées par choc thermique dans les bactéries XLI de 
la même manière qu'expliqué précédemment (voir section 13.3) de même que la 
détermination de clones positifs par extraction de leur ADN plasmidique. 
14. Transfert des cassettes d'expression dans pLenti6N5 
Afin de pouvoir produire des lentivirus codant pour les domaines de CA125, les cassettes 
d'expression contenant les domaines de CA125 ont été transférées dans le plasmide 
pLenti6N5. Pour ce faire, une digestion double par Bgl II et EcoRV (formant un bout franc) 
des plasmides pShuttle-CMV-Igk-His-myc + partie de CA125 a été faite pour sortir la 
cassette d'expression suivi d'une extraction sur gel pour obtenir l'insert seul. Le plasmide 
pLenti6N5 a également été double digéré par BamHI (compatible avec Bgl ID et EcoRV. Le 
plasmide et les inserts ont été extraits sur gel de la même façon qu'expliqué précédemment. 
Les concentrations de plasmide et d'inserts ont été déterminées à l'œil par gel d'agarose et les 
réactions de ligation ont été préparées dans des ratios de 1 :10 (plasmide :insert). 
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14.1 Transformation des bactéries STBL3 par électroporation 
Le plasmide pLenti6N5 subi moins de recombinaison dans les bactéries STBL3 que dans les 
XLI. Des bactéries STBL3 (Invitrogen, Carlsbad, CA) ont d'abord été rendues 
électrocompétentes par plusieurs étapes de lavages avec des solutions de faible force ionique 
et congelées à -80°C en aliquots de 40 µL. Pour la transformation, les bactéries ont été 
dégelées sur glace. L' ADN plasmidique (1 µL provenant d'une réaction de ligation ou 50 ng 
d' ADN plasmidique contrôle) a été mélangé avec les bactéries et le tout incubé sur glace pour 
une minute. Le mélange ADN/bactéries a été transféré dans une cuvette stérile (BTX Harvard 
Apparatus, Holliston, MA) préalablement refroidie. La cuvette a été placée entre les bornes 
de l'électroporateur (Bio-Rad Gene pulser II) et le choc électrique (25 µF, 200 Pulses, 1.8 
kV) a été produit durant 3-5 secondes. 1 mL de milieu LB chauffé à 37 °C a été ajouté dans la 
cuvette et le mélange a été recueilli dans un tube de 1.5 mL stérile. Les bactéries ont alors été 
incubées à 37 °C sous agitation durant une heure. Les bactéries ont été par la suite étalées sur 
pétris 10 cm LB/agar sélectifs (ampicilline (USB Corporation, Cleveland, OH) 100 µg/ml ), 
le plasmide pLenti6N5 possédant le gène de résistance à cet antibiotique. Les pétris ont été 
incubés à l'envers toute la nuit à 37 °C. 
La vérification des clones obtenus s'est faite de la même manière que dans le cas de la 
transformation des bactéries XLl par choc thermique excepté que l' ADN plasmidique a été 
extrait des bactéries STBL3 par le système QIAprep Spin Miniprep de Qiagen. Aussi, le 
système HiSpeed Plasmid Midi de Qiagen a été utilisé pour obtenir une plus grande quantité 
d' ADN plutôt que le système MaxiPrep de Qiagen. 
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15. Production des lentivirus 
Au jour 1, les cellules 293T ont été ensemencées dans du milieu complet à raison de 5 000 
000 cellules par flacon T-75 (BD Falcon, Bedford, MA) et incubés à 37°C et 5% C02. Le 
lendemain, les mélanges d' ADN à transfecter ont été préparés : 6 µg de chaque vecteur 
lentiviral (pLpl, pLp2, pLpVSVG) (Invitrogen, Carlsbad, CA), 6 µg de du vecteur 
d'expression construit (pLenti6N5 contenant le gène d'intérêt, pLenti6N5 vide ou pLenti-
GFP). Du milieu OptiMEM (Gibco Invitrogen, Carlsbad, CA) a été ajouté à ce mélange (1.5 
mL). Dans un autre tube a été préparé l'agent de transfection: 48 µL de lipofectamine 2000 
(Invitrogen, Carlsbad, CA) a été ajouté à 1.5 mL de OptiMEM et le mélange a été incubé 5 
minutes à température ambiante. La solution d'agent de transfection et la préparation d' ADN 
ont été mélangés et le tout a été incubé durant 20 minutes à température ambiante. Pendant 
cette incubation, le milieu de culture des cellules 293T a été remplacé par le milieu 
OptiMEM. À la fin de l'incubation de 20 minutes, le mélange des 2 préparations a été ajouté 
goutte à goutte sur les cellules 293T dans le flacon. La transfection s'est effectuée durant 4 
heures à 37°C et 5% C02. Après cette incubation, le milieu de culture a été retiré et remplacé 
par 7 mL de milieu de culture des cellules 293T, le milieu DMEM. Le flacon de cellules a été 
incubé 2 jours à 37°C et 5% C02. Le recueil du virus a été fait au jour 4. Pour ce faire, le 
milieu de culture contenant les lentivirus en suspension a été recueilli et filtré à l'aide d'une 
seringue (BD Falcon, Bedford, MA) de 10 mL et d'un filtre de 0.45 µm (Pall Corporation, 
Ville St-Laurent, Québec). La suspension de lentivirus a été aliquotée et congelée à-80°C. 
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16. Infection de cellules par les lentivirus et sélection des cellules transduites 
Préalablement à l'infection, les cellules à infecter (OVCAR-3 et SKOV3) ont été 
ensemencées dans des plaques 6-puits (BD Falcon, Bedford, MA) afin d'obtenir une 
confluence d'environ 90% le jour le l'infection. Lors de chaque infection de cellules, 5 puits 
d'une plaque 6-puits ont été traités: 1 puits infecté avec pLenti-GFP (pour connaître 
l'efficacité d'infection), 1 puits non-infecté (pour suivre la sélection des cellules) et 3 puits 
infectés avec le même lentivirus (pour obtenir plusieurs populations stables indépendantes). 
Au jour 1, les aliquots de lentivirus ont été rapidement dégelés dans un bain à 37 °C. Du 
polybrène frais (Sigma, St-Louis, Missouri) à été ajouté aux aliquots de lentivirus pour 
obtenir une concentration finale de 4 µg/mL de polybrène. Le polybrène prépare les cellules à 
l'infection. Le milieu de culture des cellules OVCAR-3 ou SKOV3 à infecter a été retiré et 
700 µL de suspension virale/polybrène par puits ont été ajoutés. Les plaques ont été incubées 
pour 1 heure à 37°C et 5% C02• Après l'incubation, du milieu de culture contenant 4 µg/mL 
de polybrène pour un volume final de 2 mL par puits a été ajouté et l'incubation s'est 
poursuivie pour 2 jours. Au jour 3, la suspension virale a été retirée et remplacée par du 
milieu de culture (RPMI-1640 pour OVCAR-3 et DMEM/F12 pour SKOV3) complet 
contenant l'antibiotique blasticidine S (CN Biosciences, San Diego, CA) à une concentration 
de 1 µg/mL pour les cellules OVCAR-3 et de 2 µg/mL pour les cellules SKOV3 
(concentrations préalablement déterminées par des tests de sensibilité à la blasticidine). Le 
milieu de culture contenant la blasticidine était remplacé à tous les 3 jours. Après 10 jours de 
sélection, le puits contenant les cellules non-infectées ne contenait plus de cellules vivantes 
tandis que les cellules infectées résistantes à la blasticidine ont été amplifiées à partir de ce 
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moment. Elles ont été cultivées constamment en présence de blasticidine et ont subi par la 
suite des passages cellulaires les diluant 1 :3 tous les 3-4 jours. 
17. Isolation d' ARN 
Les cellules ont été rincées avec du PBS et 1 mL de Trizol (Invitrogen Life Technology, 
Burlington, Ontario, Canada) a été ajouté au flacon de cellules. Les cellules ont été recueillies 
à l'aide d'un grattoir stérile et placées dans un tube stérile et ARNase free. La·suspension de 
cellules a été vortexée et incubée 5 minutes à la température de la pièce. 200 µ,L de 
chloroforme ont été ajoutés au tube suivi d'une agitation de 20 secondes et d'une incubation 
de 10 minutes à la température de la pièce. Les échantillons ont été centrifugés durant 15 
minutes à 13 000 RPM à 4°C et la phase aqueuse (phase supérieure) a été transférée dans un 
nouveau tube J\RNase free. Une seconde extraction a été faite en ajoutant 500 µ,L de 
chloroforme au tube, en l'agitant et en le centrifugeant quelques secondes pour séparer les 
phases. La phase supérieure a été transférée dans un nouveau tube ARNase free. De 
l'isopropanol (500 µ,L) a été ajouté, le tube a été agité 20 secondes, incubé 5 minutes à la 
température de la pièce et centrifugé 10 minutes à 13 000 RPM à 4°C. Le surnageant a été 
retiré et le culot d'ARNm a été lavé avec 900 µ,L d'éthanol 75%, centrifugé 5 minutes à 13 
000 RPM à 4°C. Le surnageant a été enlevé et le culot a été séché pour ensuite être 
resuspendu dans 25 µ,L d'eau stérile ARNses free. Les échantillons ont ensuite été chauffés à 




Après dosage de l'ARNm et vérification de la qualité de l'ARNm sur gel d'agarose, 2 µg 
d' ARNm et 1 µg d'amorce Olido dT (Promega, Madison, WI, Etats-Unis) ont été mélangés 
et le volume de réaction a été complété à 15 µL avec de l'eau stérile ARNase free. Le 
mélange a été incubé durant 5 minutes à 70°C puis mis sur glace pour 5 minutes. Dans 
l'ordre, les composantes de la réaction de transcription inverse ont été ajoutés : 3 µL d'eau 
ARNase free, 5 µL de tampon AMVRT 5X (Promega, Madison, WI, Etats-Unis), 2 µL dNTP 
25 mM (GE Healthcare, Baie d'Urfé, Canada) et 4,5 µL enzyme MmulV reverse transcriptase 
20 U/ µL (produite par Catherine Desrosiers, Départ. Microbiologie). La réaction a été 
incubée à 42°C pour 1 heure. Afin d'amplifier l'ADNc recherché (domaines de CA125), la 
réaction suivante a été préparée: 2 µL d'ADNc produit, 5 µL de tampon Pfu Ultra lOX 
(Stratagen, La Jolla, CA, États-Unis), 0,4 µL de dNTP 25 mM (GE Healthcare, Baie d'Urfé, 
Canada), 0,8 µL de chacune des deux amorces spécifique au IgK leader en 5' et à l'étiquette 
c-myc en 3' (couple d'amorce# 8 du tableau 2) préalablement diluées à une concentration de 
50 nmoles/mL et de l'eau pour compléter le volume à 49 µL. Les produits de PCR ont ensuite 
été visualisés sur gel d' agarose pour vérifier l'expression des protéines recombinantes dans 
les populations stables. 
19. Récolte de milieu conditionné 
Les cellules en culture dans les T-75 ont poussé jusqu'à confluence. Les cellules ont été 
rincées avec 5 mL de PBS et 10 mL de milieu contenant tous les ajouts sauf le sérum ont été 
ajoutés au flacon de cellules. Les cellules ont été incubées à 37 °C en présence de 5% C02 
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durant 3 jours. Le milieu de culture conditionné a été récolté dans un tube conique de 15 mL 
et centrifugé à 1000 RPM pour 5 minutes afin de culoter les cellules en suspension et les 
cellules mortes. Le surnageant a été conservé à 4 °C jusqu'à utilisation ultérieure. 
20. Dosage biochimique de CA125 dans le milieu de culture conditionné 
Le milieu de culture conditionné a subi un ELISA de type sandwich utilisant les anticorps 
monoclonaux OC125 et Ml 1 dirigés contre des épitopes situés dans le domaine des 
répétitions de CA125. Le nom de l'essai est ADVIA Centaur® CA125 II assay et a été 
réalisé grâce à l'appareil nommé analyseur ADVIA Centaur automatisé (Bayer's 
Corporation). 
21. Lyse cellulaire 
Les cellules cultivées dans des T-75 ont été lysées selon deux procédures, l'une permettant 
d'obtenir une concentration plus grande en protéines que l'autre. D'abord, les cellules sont 
lavées avec 5 mL de PBS puis incubées avec 700 µL de tampon de lyse (20 mM Tris pH 7 .5, 
150 mM NaCl, lmM EDTA, 1 mM EGTA (Sigma, St-Louis, Missouri), 1 % Triton X-100 
(ICN Biomedicals, Solon, OH) ). Au tampon de lyse a été préalablement ajouté les inhibiteurs 
de protéases AEBSF 1 µg/ml (Sigma, St-Louis, Missouri), 1 µg/ml leupeptine (Sigma, St-
Louis, Missouri), 20 µg/ml aprotinine (Sigma, St-Louis, Missouri), 0,7 µg/ml pepstatine A 
(Sigma, St-Louis, Missouri). Lorsqu'une concentration protéique plus élevée était requise, les 
cellules étaient décollées comme lors d'un passage cellulaire puis lavées avec 5 mL de PBS. 
Les cellules ont ensuite été centrifugées à 1000 RPM durant 5 minutes et le culot de cellules 
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resuspendu dans 350 µL de tampon de lyse. L'incubation dans le tampon de lyse dans les 
deux méthodes s'est effectuée durant 20 minutes à 4°C avec agitation. Les cellules ont ensuite 
été récoltées à l'aide d'un grattoir (Starstedt, Newton, NC) et centrifugées à 13000 RPM 
durant 10 minutes ou centrifugées directement dans le cas des cellules décollées. Le 
surnageant (lysat cellulaire) a été utilisé immédiatement ou conservé à -20°C pour usage 
ultérieur. 
22. Purification des protéines recombinantes poly-His par colonne de nickel 
La purification des protéines recombinantes membranaires et sécrétées dans le milieu 
conditionné a commencé d'abord par la lyse cellulaire ou la récolte de milieu conditionné. 
Dans le cas des lysats cellulaires, les cellules à confluence dans une T-75 ont été rincées 2 
fois avec du PBS. 700 µL de tampon de lyse pour colonne de Ni (10 mM imidazole (Bioshop, 
Burlington, Ontario), 10 mM Tris-HCl pH 7.3, 0.3 M NaCl, 10 mM MgClz (Fisher Scientific, 
Fair Lawn, NJ), 0.5% NP-40 (Roche diagnostics, Indianapolis, IN) ) ont été ajoutés et les 
cellules ont été incubées durant 20 minutes sous agitation à 4°C. Les cellules ont ensuite été 
récoltées à l'aide d'un grattoir et centrifugées à 13000 RPM durant 10 minutes. Le surnageant 
(lysat cellulaire) a été conservé pour purification par une microcolonne de Ni (200 µL de 
résine). Le milieu conditionné, quant à lui, a été utilisé directement. Les protéines des lysats 
ont été dosées et 1 mg de protéines total a été utilisé. La résine Ni-NTA agarose (Qiagen, 
Mississauga, Canada) ont été ajoutés au lysat. Dans le cas du milieu conditionné, 500 µL de 
résine Ni-NTA agarose ont été ajoutés aux 10 mL de milieu additionné de 2 mL de tampon de 
lyse pour colonne de Ni. L'incubation des protéines et de la résine a été faite durant 2 heures 
à 4°C avec rotation des tubes. Durant l'incubation, la colonne de 5 mL (Bio-Rad 
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Laboratories, Hercules, CA) a été équilibrée avec 1 mL de tampon de lyse pour colonne de 
Ni. Après l'incubation, le mélange lysat ou milieu/ résine Ni-NTA agarose a été transféré 
dans la colonne équilibrée et le « flowtbrough » a été récolté en une seule fraction. Un lavage 
de la résine a été fait en faisant passer 1 mL de tampon de lavage (20 mM imidazole, 50 mM 
Na2HP04, 0.3 M NaCl, 0.05% Tween 20 (Merck KgaA, Darmstadt, Allemagne), pH 8.0) et a 
été recueilli en une seule :fraction. L'élution de la colonne a été faite en ajoutant 750 µL de 
tampon d'élution (250 mM imidazole, 50 mM Na2HP04, 0.3 M NaCl, 0.05% Tween 20, pH 
8.0) et en répétant une seconde fois cette même étape (donc 2 fractions d'élution de 750 µL). 
Les échantillons recueillis ont été conservés à -20°C pour usage ultérieur. 
23. Immunoprécipitation 
Les protéines des lysats cellulaires ont été dosées par la méthode de Bradford. Les protéines 
des milieux de culture conditionnés n'ont pas été dosées car les constituants du milieu de 
culture peuvent interférer avec les protéines produites par les cellules. Toutes -les 
manipulations effectuées avec les lysats et les milieux de culture conditionnés ont été faites à 
4°C. Dans le cas des lysats cellulaires, 1 mg de protéines dilué dans du tampon de lyse pour 
obtenir une concentration finale d~ 1 mg/mL de protéines était utilisé pour 
l'immunoprécipitation. Pour les milieux de culture conditionnés, 9 mL de milieu ont été 
utilisés et 1 mL de tampon de lyse a été ajouté. Aux lysats ou milieux de culture ont été 
ajouté 2 µg d'anticorps (voir tableau 5) dirigés contre la protéine à immunoprécipiter ou 
contre une étiquette. Les mélanges ont été incubés toute la nuit à 4°C avec rotation des tubes. 
50 µL d'un mélange 50% billes G-agarose (Upstate, Lake Placid, NY) préalablement lavées 3 
fois et resuspendues dans le tampon de lyse ont été ajoutés aux mélanges lysats ou milieu 
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conditionné avec anticorps. Les échantillons ont ensuite été incubés avec rotation durant 2 
heures à 4°C. Les tubes ont été brièvement centrifugés et le surnageant retiré. À une 
température de 4°C, les billes ont été lavées 5 fois avec 500 µL de tampon de lyse en 
centrifugeant brièvement et en retirant le surnageant ensuite. Après le dernier lavage, les 
billes ont été recentrifugées et le reste de surnageant a été retiré. Les billes ont été 
resuspendues dans 50 µL de tampon d'échantillon SDS-PAGE pour chargement (250 mM 
Tris pH 6.8, 5% (p/v) SDS, 50% (v/v) glycérol, 715 mM ,8-mercaptoéthanol (Sigma, St-
Louis, Missouri), rouge de phénol permettant de visulaiser le chargement sur le gel). Les 
échantillons ont été chauffés à 95 °C durant 5 minutes et chargés sur gel SDS-PAGE. 
24. Gel SDS-PAGE et immunobuvardage de type western 
Un gel d'acrylamide constitué d'un gel séparateur concentré à 7,5 ou 10% dépendant de 
l'expérience et d'un gel concentrateur concentré à 4% a été fabriqué. Le tampon d'échantillon 
SDS-PAGE 4X a été ajouté aux échantillons et ceux-ci ont été chargés dans les puits du gel. 
La migration des protéines dans le gel a été faite à 150V durant 1 heure dans un tampon de 
migration pH 8.3 (250 mM Tris, 2M glycine, 1 % (p/v) SDS). Le buvardage a été fait par 
transfert des protéines sur membrane de PVDF (Roche diagnostics, Indianapolis, IN) sous un 
courant de 300 mA durant lh30 à 4°C dans un tampon de transfert (20% méthanol, 25 mM 
Tris et 192 mM glycine). La membrane a été retirée du transfert et incubée à la température 
de la pièce durant une heure dans un tampon de blocage (5% lait (Biorad, Hercules, CA) ) 
dans du PBS lX/0.01 % Tween 20). L'anticorps primaire a ensuite été dilué de façon 
appropriée (voir tableau 5) dans le tampon de blocage et la membrane a été incubée à 4 °C 
avec agitation durant toute la nuit. Le lendemain, la membrane a été lavée 3 fois 15 minutes 
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dans du PBS DU0.01 % Tween 20. La membrane a ensuite été incubée avec l'anticorps 
secondaire couplé à une peroxidase (voir tableau 5) dilué dans la solution de blocage durant 
45 minutes à température ambiante. La membrane a été lavée 3 fois 15 minutes dans du PBS 
lX/0.01 % Tween 20. La révélation de la membrane a finalement été faite à l'aide du réactif 
ECL PLUS (Amersham Biosciences, Little Chalfont Buckinghamshire, Angleterre) suivant 
les instructions du fabricant. 
25. Immunofluorescence indirecte sur lame 
Les cellules cultivées en T-75 et à une confluence d'environ 80% ont été trypsinisées et 
comptées. 100 000 cellules ont été ensemencées dans un puits d'une lame labteck (BD 
Falcon, Bedford, MA) et incubées à 37°C et 5% C02 pour la nuit. Le lendemain, les cellules 
ont atteint une confluence d'environ 80-90% dans les puits. Les cellules ont été rincées 
rapidement 2 fois avec du PBS lX pH 7.4. Les lames ont ensuite été fixées dans une solution 
de formaldéhyde 3.7% faite dans du PBS lX à 4 °C durant 15 minutes. Les cellules ont été 
lavées 1 fois dans du PBS lX durant 10 minutes à température de la pièce sur une plaque 
agitatrice. Les lames ont été incubées dans une solution de quenching (glycine O. lM dans le 
PBS lX) durant 30 minutes à la température de la pièce. Les cellules ont été perméabilisées 
ou non dépendant de l'expérience dans une solution 0.2% triton/ PBS lX durant 20 minutes 
à la température de la pièce. Des lavages de I 0 minutes ont été faits sur plaque agitatrice à la 
température de la pièce avec du PBS IX. Les lames ont ensuite été incubées I heure dans la 
solution de blocage (2% BSA / PBS IX). L'anticorps primaire a été dilué dans la solution de 
blocage selon sa dilution appropriée (voir tableau 5) et la solution d'anticorps a été mise dans 
les puits des lames. L'incubation avec l'anticorps a été d'une durée d'une heure à la 
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température de la pièce. Les lames ont ensuite été lavées 2 fois 10 minutes dans du PBS lX 
sur une plaque agitatrice à la température de la pièce. De la même façon que l'anticorps 
primaire, l'anticorps secondaire a été dilué et placé dans les puits des lames. À partir de cette 
étape, les manipulations ont toutes été faites dans le noir. L'incubation avec l'anticorps 
secondaire a duré 1 heure dans une chambre humide à la température de la pièce. Des lavages 
de 10 minutes ont été faits avec du PBS lX. L' ADN des noyaux des cellules ont été marqués 
au DAPI (Roche, Mississauga, Ontario) dilué dans la solution de blocage à une concentration 
finale de 1 µg/mL. Un dernier lavage des cellules a été fait dans du PBS lX pour 10 minutes 
sur plaque agitatrice. Les puits ont été retirés de la lame et l'excédent de liquide a été enlevé. 
Une goutte de milieu de montage (100 mg p-phénylènediamine dissout dans 10 mL PBS lX, 
pH ajusté à 9 et 90 mL glycérol ajouté et aliquots conservés à -80°C) a été déposée sur une 
lamelle (VWR, Montréal, Canada) elle-même ensuite déposée sur la lame. Pour éviter que la 
lamelle ne glisse de la lame, le montage lame/lamelle a été emballé dans un mouchoir et 
pressé afin de bien les coller et enlever le surplus de milieu de montage. Les lames ont 
ensuite été analysées à l'aide de l'objectif lOOX d'un microscope à fluorescence 
Olympus1X70 (Olympus, Hamburg, Allemagne). 
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Tableau 5 : Liste des anticorps primaires et secondaires utilisés et conditions 
d'utilisation. 
Anticorps Compagnie Dilution pour Dilution pour Dilution 
immuno- immuno- pour 
buvardage de fluorescence cytométrie 
type western de flux 
Anti-CA125 clone Ml 1 DAKO, Carpinteria, 1 :1000 1 :500 -(souris) CA 
Anti-CA125 (VK8 
purifié à partir de --- 1 :10 - 1 : 1 
! 'hybridome) (souris) 
Anti-c-myc tag clone Cell Signalling 
9Bll (souris) Technology, Danvers, 1 :1000 - -
MA 
Anti-c-myc tag (souris) Bioshop, Burlington, 1 :200 1 :200 -Ontario 
Anti-mésothéline l\1N et 1 :20 1 :20 --- -MB 
Anti-souris IgG couplé à Amersham 
HRP Biosciences, 1 :10 000 - -
Angleterre 
Anti-souris IgG couplé à Molecular Probes, 1 :1200 Oregon Green Eugene, Oregon - -
Anti-souris IgG couplé à Pierce, Rockford, IL 1 :20 000 HRP - -
Anti-souris et anti-lapin Pierce, Rockford, IL 1 :1000 couplés à FITC - -
26. Formation de colonies en milieu semi-solide (sans ancrage) 
Cet essai a été réalisé en plaques 6-puits. Pour la préparation d'une plaque, 4 mL d'agar 
1.33% (EMD Chemicals, Gibbstown, NJ) fondu au micro-ondes et encore très chaud a été 
mélangé avec 4 mL de milieu DMEM/F12 2X (2 fois plus concentré) complet. Environ 1 mL 
de cette préparation d'agar maintenant concentré à 0.66% a été versée dans chacun des puits 
de la plaque. On a laissé reposer la plaque à température ambiante afin de faire solidifier 
l'agar. Pendant ce temps, les cellules ont été décoll~es à l'aide de trypsine et récoltées avec du 
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milieu complet, centrifugées et resuspendues dans du milieu DMEM/Fl~ 2X. Le décompte 
des cellules a été fait et 15000 cellules ont été prélevées et le volume a été complété à 1.5 mL 
avec du milieu DMEM/F12 2X. Le même volume d'agar 0.66% fondu et à 37°C a été ajouté 
à la suspension de cellules et bien mélangé. 1 mL de cette suspension de cellules (donc 5000 
cellules) a été déposé dans les puits par-dessus la première couche d'agar. Cette couche a 
solidifié durant quelques minutes et 2 mL de milieu complet a ensuite été ajouté afin de 
fournir les nutriments aux cellules et éviter que l'agar ne sèche. Les plaques ont été incubées 
durant 30 jours à 37°C et 5% C02 et le milieu a été changé à toutes les semaines. La 
formation de colonies a été observée après 30 jours avec les objectifs 4X et lOX d'un 
microscope inversé (Nikon Eclipse TS 1 OO). Des photos ont été prises et les colonies ont été 
dénombrées. 
27. Formation de foyers post-confluence 
Les cellules ont été décollées avec la trypsine et récoltées, puis dénombrées et resuspendues 
de manière à obtenir une concentration de 350 000 cellules/ 2 mL de milieu complet. Cette 
suspension cellulaire a été ensemencées en triplicatas dans des plaques 6-puits. Les plaques 
ont été observées à chaque jour et le jour de l'atteinte de la confluence (100%) a été 
déterminé comme le jour O. Des photos des cellules ont été prises aux jours 0, 3 et 7. 
28. Courbes de croissance 
Les cellules ont été trypsinisées et récoltées, puis dénombrées et resuspendues de manière à 
obtenir une concentration de 1 OO 000 cellules / 2 mL de milieu complet. Cette suspension 
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cellulaire a été ensemencées dans chacun des puits de 5 plaques 6-puits. À chaque 24h durant 
9 jours, les cellules ont été récoltées des puits (triplicatas) et resuspendues dans un volume de 
milieu approprié au décompte des cellules. Un volume de 30 µL de la suspension a été 
prélevée et mélangée à 10 µL de bleu de trypan (Sigma, St-Louis, Missouri) puis le décompte 
des cellules vivantes a été fait. 
29. Formation de sphéroïdes par goutte inversée 
Les cellules ont d'abord été décollées avec 0.53 mM EDTA (Wisent Inc, St-Bruno, Québec) 
pour éviter que les molécules de surface cellulaires ne soient endommagées par la trypsine. 
Les cellules ont été lavées avec 5 mL de milieu complet, resuspendues dans un volume 
approprié de milieu et dénombrées. Les cellules ont été diluées pour atteindre une 
concentration de 4000 cellules/ 15 µL. Des gouttes de 15 µL de suspension cellulaire ont été 
déposées dans le couvercle d'un pétri 10 cm. Le couvercle a alors été retourné délicatement 
sur le fond de la boîte de pétri contenant 15 mL de PBS afin de conserver l'humidité et ainsi 
éviter que les gouttes ne sèchent. Les pétris ont été incubés à 37°C et 5% C02• La formation 
de sphéroïdes a été suivie à chaque jour en prenant des photos à l'aide de l'objectif lOX du 
microscope. 
30. Clonogénicité sur plastique 
Les cellules ont été ensemencées à faible densité dans des plaques 6-puits, c'est-à-dire 100, 
250 et 500 cellules par puits, chaque nombre de cellules en duplicata. Les cellules ont été 
incubées à 37°C et 5% C02 et le milieu a été changé une fois par semaine. Après 10 jours 
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d'incubation, les puits ont été lavés au PBS et les cellules fixées au méthanol durant 10 
minutes à -20 °C. Les cellules ont été colorées au crystal violet (Aldrich chemicals, 
Milwaukee, WD 1 % / 70% éthanol durant 15 minutes. Les puits ont ensuite été lavés 2 fois à 
l'eau et des photos ont été prises. 
31. Essai de migration par blessure de la monocouche de cellules 
Les cellules utilisées pour cet essai ont été ensemencées dans des plaques 6-puits et une 
confluence de 100% a été atteinte. Une blessure de la monocouche de cellules a été faite en 
traçant dans le fond du puits une croix à l'aide d'un embout de micropipette de 200 µL. Les 
puits ont ensuite été lavés 2 fois avec du PBS. 2 mL de milieu complet additionné de 75 mM 
d'hydroxyurée permettant de bloquer la prolifération des cellules ont été ajoutés aux puits. 
Les plaques ont été ensuite incubées à 37°C et 5% C02• Des photos des puits ont été prises 
après 6 et 24 heures pour observer la migration des cellules dans l'espace créé par la blessure. 
65 
RÉSULTATS 
D'après les observations faites par le passé dans notre laboratoire et certains résultats 
démontrés dans la littérature, le domaine extracellulaire de CA125 semble avoir des rôles à 
jouer dans le développement, la tumorigénicité et le potentiel métastatique des cellules 
cancéreuses de l'ovaire. 
L'influence du domaine extracellulaire de CA125 sur des composantes de son 
microenvironnement, c'est-à-dire les cellules mésothéliales bordant la cavité intrapéritonéale 
et les lymphocytes présents dans l'ascite, a été étudiée à l'aide de cellules exprimant CA125 à 
leur surface et de CA125 présent dans le milieu conditionné et dans !'ascites suite au clivage 
de la portion extracellulaire. 
Des populations stables exprimant les différentes parties du domaine extracellulaire de 
CA125 serviront à vérifier l'influence de ces domaines sur la tumorigénicité et le potentiel 
métastatique des cellules cancéreuses. 
32. Détermination de la présence de CA125 à la surface des lymphocytes 
Selon notre hypothèse, le domaine extracellulaire de CA125 pourrait être impliqué dans la 
tumorigénicité et le développement du cancer épithélial de l'ovaire. Le microenvironnement 
dans lequel se trouvent les cellules épithéliales cancéreuses de l'ovaire comprend des 
lymphocytes et les cellules cancéreuses doivent acquérir certaines caractéristiques pour 
échapper au système immunitaire. Afin de vérifier si la présence de CA125 dans ce 
microenvironnement influence les lymphocytes ou vice versa, différents tests ont été réalisés. 
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D'abord, des lymphocytes de donneurs en santé ont été isolés du sang et incubés durant 72 
heures dans l'ascite d'une patiente (ascite CA125-positif). Parallèlement, des lymphocytes de 
patientes de cancer épithélial de l'ovaire (lymphocytes du sang et du liquide péritonéal) ont 
aussi été isolés. Les lymphocytes ont été analysés par cytométrie de flux en utilisant un 
anticorps anti-CA125 pour déterminer s'il y avait présence de CA125 à la surface de ces 
lymphocytes. La figure 11 A) indique la présence de CA125 à la surface des lymphocytes de 
donneurs normaux (ligne épaisse: donneur #1, ligne fine: donneur #2) par une augmentation 
de la fluorescence pour CA125 comparativement au contrôle isotypique (zone ombragée). En 
B) on observe le même phénomène, c'est-à-dire que les lymphocytes du sang périphérique 
(ligne épaisse) et les lymphocytes du liquide péritonéal (ligne fine) montrent une fluorescence 
plus importante pour CA125 que le contrôle isotypique. C'est donc dire que l'on retrouve du 
CA125 à la surface des lymphocytes ayant été en présence de CA125. Il est à noter qu'il 
semble y avoir deux populations de lymphocytes du liquide péritonéal (deux pics). 
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Figure 11 : Détermination de la présence de CA125 à la surface de lymphocytes ayant 
été en présence de CA125. 
Les lymphocytes des donneurs sains #1 et #2 ont été mis dans l'ascite de patiente de cancer 
ovarien durant 72 heures puis incubés avec les anticorps VK-8 et anti-souris couplé à FITC 
pour être ensuite analysés par cytométrie de flux (A). Les lymphocytes du sang périphérique 
et du liquide péritonéal d'une patiente ont également été analysés de la même manière (B). 
Légende: (A) ligne épaisse = donneur #1, ligne fine = donneur #2, (B) ligne épaisse = 
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33. Expression de CA125 par les lymphocytes ayant été en présence de CA125 
La figure 11 suggère deux explications potentielles : soit les lymphocytes ayant été incubés 
avec du CA125 se sont mis à l'exprimer à leur surface, soit du CA125 présent dans l'ascite et 
le sang s'est lié à leur surface cellulaire. Afin de vérifier la première hypothèse, l' ARN des 
lymphocytes traités 72h dans l'ascite (donneurs #3, #22 et #25) et des lymphocytes des 
patientes #6 et #8 a été isolé. Une réaction de RT-PCR a été faite sur cet ARNm avec des 
amorces spécifiques au domaine des répétitions de CA125. Une réaction de RT-PCR à partir 
del' ARN de cellules NIH :OVCAR-3 a été utilisé comme contrôle positif pour l' expression 
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de CA125. Des amorces spécifiques à la /)-actine ont été utilisées pour une réaction de RT-
PCR sur chacun des échantillons d' ARN comme contrôle interne de quantité. La figure 12 
montre que les lymphocytes qui ont été incubés 72 heures dans l'ascite (A) aussi bien que les 
lymphocytes de patientes (B) n ' expriment pas CA125 et suggère alors que le CA125 s' est 
bien lié à la surface des lymphocytes. 
Figure 12 : Expression de CA125 par les lymphocytes de donneurs sains incubés dans 
l'ascites et les lymphocytes de patientes. 
L' ARN des lymphocytes de donneurs sains incubés 72 heures dans !'ascites (A) et des 
lymphocytes de patientes de cancer de l'ovaire (B) a été isolé et une réaction de RT-PCR 
avec des amorces spécifiques aux répétitions de CA125 a été faite. La même expérience a été 
réalisée avec l' ARN des cellules OVCAR-3 (contrôle positif). Les produits de PCR ont été 
mis sur gel selon la même quantité tel que confirmé par le contrôle interne d' actine. Légende : 
Le= lymphocytes, Pt = patiente. 
A) B) 
468pb CAl25 
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34. Sensibilité des cellules tumorales aux cellules NK 
Des essais de sensibilité à la lyse par les cellules NK ont été faits avec les clones CA125-
knockdown dérivés de la lignée de cancer de l'ovaire NIH : OVCAR-3. Cette lignée est 
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sensible à la lyse par les cellules NK mais ces essais ont été effectués dans le but de savoir si 
la perte de CA125 à la surface des cellules affecte cette sensibilité aux cellules NK. 
La lignée cellulaire NKL a été utilisée comme cellules effectrices. Les cellules cibles sont les 
clones CA125-knockdown 1 :9 #9, 1 :9 #7 ainsi que le clone scFv contrôle et la lignée 
parentale OVCAR-3. Les cellules cibles ont été ensemencées et lorsqu'elles ont été adhérées 
aux puits, les cellules NKL ont été ajoutées à la culture dans un ratio cellules cibles : cellules 
effectrices de 1 : 1. Après 72 heures de co-culture, les cellules NK avaient lysé une bonne 
proportion des cellules mais les colonies de cellules résistantes pour chaque lignée ont pu être 
dénombrées. Les résultats ont aussi été portés en histogrammes. 
La figure 13 A) montre qu'on retrouve plus de cellules résistantes à la lyse par les cellules 
NKL chez les cellules exprimant CA125 à leur surface, c'est-à-dire les OVCAR-3 et scFv 
contrôle. C'est ce que la figure 13 B) semble suggérer également et ce, de façon significative 
selon le test statistique de Student effectué (p< 0,05) . Ces résultats suggèrent que les cellules 
n'exprimant pas CA125 sont significativement plus sensibles à la lyse par les cellules NKL 
que les cellules qui l'expriment à leur surface. CA125 agirait donc comme protection des 
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Figure 13 : Sensibilité des cellules CA125-knockdown à la lyse par les cellules NKL. 
Les cellules ont été ensemencées dans une plaque 12-puits à raison de 250 000 cellules par 
puits et chaque lignée en triplicatas. Les cellules NKL ont été ajouté dans un ratio cellules 
effectrices :cellules cibles de 1 :1 à chaque puits 24 heures plus tard. (A) Après 72 heures de 
cc-culture des deux lignées cellulaires, des photos ont été prises, (B) les cellules vivantes et 
les colonies de cellules ont été dénombrées dans 5 champs de microscope déterminés 
aléatoirement pour chacun des 3 puits de chaque lignée (p < 0,05). Les flèches pointent des 
îlots de cellules vivantes. 
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35. Liaison CA125 / mésothéline 
Une autre composante du microenvironnement des cellules cancéreuses de l'ovaire est le 
mésothélium, une monocouche de cellules mésothéliales bordant la cavité intrapéritonéale. 
CA125 a été démontré comme liant la mésothéline, une protéine exprimée à la surface des 
cellules mésothéliales (RUMP et al, 2004). Cette étude avait démontré cependant l'interaction 
entre la mésothéline et un fragment du domaine des répétitions de la mucine CA125. Nous 
avons voulu ici montrer que CA125 dans sa forme native peut lier la mésothéline. Cette 
information est importante à connaître puisque l'on sait que l'on retrouve la protéine CA125 
dans l'ascite des patientes de cancer ovarien, plus précisément dans la cavité péritonéale. 
Cette cavité est bordée par une couche de cellules mésothéliales. Du CA125 provenant de 
milieu de culture conditionné des cellules NIH :OVCAR-3 et d'ascites de patiente a été 
partiellement purifié selon line méthode décrite dans un article paru en 2003 (WONG et al., 
2003). Par une expérience de «western blot overlay », c'est-à-dire en faisant migrer le 
CA125 provenant des deux sources différentes sur gel SDS-PAGE, en incubant la membrane 
avec la mésothéline recombinante (Meso-Fc) acquise d'un collaborateur (Ira Pastan, NIH-
NCL Bethesda) et en révélant avec un anticorps anti-mésothéline, on a détecté les bandes 
typiques de CA125 sur le gel, comme le montre la figure 14 A). Ces bandes ont été 
comparées à celles obtenues lorsqu'on fait migrer du CA125 provenant de milieu conditionné 
de cellules OVCAR-3 et en révélant avec un anticorps anti-CA125 (VK.8). Cela démontre 
donc que CA125 dans sa forme native peut lier la mésothéline. 
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Figure 14: Liaison des protéines CA125 natives et mésothéline recombinante Meso-Fc. 
CA125 partiellement purifié d'ascites de patiente (100 U) et de milieu conditionné de cellules 
OVCAR-3 (500 U) a subi une électrophorèse SDS-PAGE. La membrane a été incubée avec 
la molécule Méso-Fc puis avec un anticorps anti-mésothéline (MN) (A). CA125 provenant 
de milieu des cellules OVCAR-3 a aussi été détecté par un anticorps anti-CA125 (VK-8) dans 
le but de comparer des bandes obtenues (B). 
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36. Liaison mésothéline / cellules CA125-positives 
Une fois les molécules de mésothéline et CA125 montrées comme pouvant se lier, il était 
intéressant de vérifier si la mésothéline pouvait lier CA125 dans un contexte cellulaire. Les 
cellules CA125-knockdown 1 :9#9 et 1 :9#7 ainsi que les cellules exprimant beaucoup de 
CA125 à leur surface OVCAR-3 (parentale) et scFv contrôle ont été incubées avec la 
mésothéline recombinante Méso-Fc, lavées puis analysées par cytométrie de flux en utilisant 
un anticorps couplé à FITC dirigé contre la partie Fe de Méso-Fc. La figure 15 démontre que 
la fluorescence observée était beaucoup plus importante chez les cellules exprimant CA125 
(parentale OVCAR-3 et scFv contrôle) que chez les cellules CA125-knockdown (1 :9#9 et 
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1 :9#7). Ce résultat suggère que la mésothéline lierait CA125 associé à la membrane 
cellulaire des cellules cancéreuses de l' ovaire. 
Figure 15 : Liaison de la Méso-Fc aux cellules CAUS-positives. 
La Méso-Fc a été incubée avec les cellules CA125-knockdown (1 :9#9 et 1 :9#7) et avec les 
cellules contrôle CA125-positives (la lignée parentale OVCAR-3 et le scFv contrôle). Une 
expérience de cytométrie de flux utilisant un anticorps secondaire reconnaissant la partie Fe 
de Méso-Fc a été réalisée sur ces cellules. Légende: ······1 :9#9, - 1 :9#7, - OVCAR-3 , 
--- scFv contrôle. 
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37. Expression de CA125 par les cellules mésothéliales 
Avant de vérifier une interaction entre cellules mésothéliales (exprimant la mésothéline) et les 
cellules exprimant CA125 à leur surface, il fallait d ' abord s' assurer de l' absence d ' expression 
de CA125 par les cellules mésothéliales utilisées. Pour ce faire, une réaction de RT-PCR avec 
74 
des amorces spécifique à CA125 a été réalisée sur les cellules méso-9. La figure 16 démontre 
l'absence d'expression de CA125 par les cellules méso-9 contrairement au contrôle positif 
OVCAR-3. Ces cellules peuvent donc être utilisées pour étudier l' interaction cellules 
mésothéliales / cellules CA125-positives. 
Figure 16 : Expression de CA125 par les cellules Méso-9. 
L' ARN des cellules méso-9 a été isolé et une réaction de R T-PCR avec des amorces 
spécifiques aux répétitions de CA125. La même expérience a été réalisée avec les cellules 
OVCAR-3 (contrôle positif). Les produits de PCR ont été mis sur gel d'agarose selon la 
même quantité tel que confirmé par le contrôle interne d' actine. 
CA12S 
P-actine ---
38. Interaction hétérotypique cellules mésothéliales /cellules CA125-positives 
L'interaction entre CA125 humain à la surface des cellules OVCAR-3 et la mésothéline 
exprimée par les cellules de souris LO a été démontrée (RUMP, 2004). Cependant, 
l'interaction entre CA125 humain et la mésothéline humaine demeurait encore à vérifier. 
L'expérience réalisée consistait à colorer des cellules humaines CA125-positives (HTB-30) 
avec un fluorochrome d'une couleur et les cellules mésothéliales humaines avec un 
fluorochrome différent. Ensuite, les deux types cellulaires étaient incubés ensemble et la 
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formation de doublets hétérotypiques a pu être analysée par cytométrie de flux. La figure 17 
montre que les cellules HTB-30 ont bien été colorées en bleu (A) et les cellules méso-9, en 
vert (B). En (C), on peut constater que les cellules possèdent les deux colorations. Cela 
suggère donc qu'il s ' agirait de doublets de cellules HTB-30 / Méso-9 liées entre elles et que 
cette interaction pourrait être due à la liaison CA125-mésothéline. 
Figure 17 : Formation de doublets de cellules CA125-positives /cellules Msn-positives. 
Les cellules HTB-30 (CA125-positives) ont été colorées à l' aide du florochrome CellTracker 
Blue (A) et les cellules Méso-9 (mésothéliales) par le CellTracker Green (B). Après une 
incubation des deux lignées cellulaires, la formation de doublets de cellules fluoresçant bleu 
et vert (C) a été analysée par cytométrie de flux. 
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39. Construction des plasmides pour l'expression et la sécrétion des domaines 
extracellulaires de CAl 25 
Les résultats précédents montrent une implication du domaine extracellulaire de CA125 dans 
le développement du cancer ovarien (évasion du système immunitaire) et une interaction 
cellulaire hétérotypique favorisant le potentiel métastatique des cellules cancéreuses. Afin de 
tenter de découvrir quels domaines de la partie extracellulaire de CA125 sont associés à ces 
fonctions, différentes constructions ont été faites et sont illustrées à la figure 18 A). L' ADN 
plasmidique contenant FLJ14303 a été utilisé pour amplifier les différents domaines de la 
partie extracellulaire de CA125. Les constructions MUC16-1R-sec et MUC16-2R-sec sont 
respectivement, et comme leur nom l'indique, une et deux répétitions de CA125. MUC16-U-
sec représente le domaine unique. Ces trois constructions possèdent un signal de sécrétion 
IgK. leader permettant à la protéine d'entrer dans la voie de sécrétion afin d'être relâchée dans 
le milieu extracellulaire. Une construction contrôle (la protéine produite sera cytoplasmique 
car elle ne possède pas de signal de sécrétion) est la construction MUC16-1R-cyto. 
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Figure 18 : Schématisation des constructions et protéines recombinantes produites. 
Les constructions MUC16-1R-sec, MUC16-2R-sec, MUC16-U-sec, MUC16-UTM et 
MUC16-1RUTM ont été faites à partir de réactions PCR sur l'ADN complémentaire de 
FLJ14303. MUC16-1R-sec se compose de la première répétition de CA125, MUC16-2R-sec 
des deux premières, MUC16-U-sec du domaine unique, MUC16-UTM du domaine unique et 
du domaine transmembranaire (TM) suivi de 3 acides aminés du domaine cytoplasmique et 
MUC16-1RUTM est identique à MUC16-UTM auquel on a ajouté la première répétition de 
CA125 (A). Toutes ces constructions ont été faites selon le même patron, c'est-à-dire qu'elles 
possèdent une étiquette polyhistidine en N-terminal, suivi d'un adaptateur flexible (G3S)3 
appelé « linker » sur al figure, le domaine de CA125, un second adaptateur flexible séparant 


















Afin de réaliser ces constructions, un premier plasmide contenant les étiquettes séparées des 
sites de restriction où seront clonés l' ADN des domaines de CA125 par des adaptateurs 
flexibles et contenant aussi le signal de sécrétion a été d'abord fabriqué. On a ajouté au 
plasmide pShuttle-CMV ces différents ADN par ligation avec des adaptateurs. À chaque 
ajout d'un adaptateur, le processus de clonage en entier (ligation, transformation, validation 
des clones, amplification de l 'ADN du clone positif) a été réalisé comme expliqué dans la 
section Matériel et Méthodes (résultats non montrés). Lorsque le plasmide pShuttle-CMV-
Igk-His-myc (plasmide contenant la cassette d'expression voulue) a été prêt, 1' ADN des 
domaines de CA125 ont pu y être clonés. À l'aide du plasmide pME18S-FL3 (GenBank 
AB009864) contenant la séquence de FLJ14303, les différentes séquences d' ADN 
nécessaires au clonage ont été amplifiées par PCR Après avoir obtenu les différents produits 
de PCR, les clonages ont été effectués afin d'obtenir les constructions pShuttle-CMV-IgK-
His-myc-MUC-16-nom du ou des domaines de CA125. Les cassettes d'expression contenant 
maintenant les ADN recherchés ont ensuite été transférées par une autre étape de clonage 
complet dans le plasmide pLenti6V5. Les constructions obtenues seront à l'avenir appelées 
MUC16-1R-sec, MUC16-2R-sec et MUC16-U-sec afin de simplifier la nomenclature. Les 
détails des différents clonages sont expliqués dans la section Matériel et Méthodes. 
40. Production de lentivirus et infection des cellules humaines 
Pour chacune des constructions fabriquées, des lentivirus ont été produits. Des cellules 293T 
ont été transfectées avec les plasmides pLenti6V5 construits et les trois plasmides apportant 
les fonctions virales en trans pLPl, pLP2 et pLPNSVG. Une fois les virus produits, les 
différents milieux de culture contenant les lentivirus ont été recueillis et la transduction de 
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cellules humaines a pu être possible. Les lentivirus servant à la production de protéines 
recombinantes sécrétées (MUC16-1R-sec, MUC16-2R-sec, MUC16-U-sec et le contrôle 
MUC16-1R-cyto) ont été utilisés pour infecter les cellules NIH :OVCAR-3. En effet, les 
études portant sur l'interaction mésothéline-CA125 et l'interaction cellules immunitaires-
CA125 ont été réalisées à l'aide de cette lignée cellulaire et de CA125 produit par celle-ci. Il 
était donc essentiel de produire des protéines recombinantes à partir de cette lignée afin 
d'obtenir les différents domaines possédant les mêmes caractéristiques (ex.: modifications 
post-traductionnelles telles les glycosylations) que dans la protéine endogène. Les cellules ont 
été infectées avec les différents lentivirus et des populations stables ont été générées. La 
population stable par rapport au clone stable est hétérogène pour le niveau d'expression et 
cela compense pour les artéfacts de clonage pouvant se produire dans le cas des clones stables. 
Par exemple, si quelques cellules en minorité dans la population stable se comportent 
différemment des autres cellules pour un certain phénotype, ce comportement sera dilué par 
le comportement majoritaire de la population stable entière et le résultat sera donc plus 
représentatif du phénotype conféré par le gain de fonction. 
Les populations stables ont été générées en infectant les cellules avec les lentivirus. Un 
lentivirus contenant le plasmide pLenti6V5-GFP (green fluorescent protein) était utilisé 
comme contrôle d'infection. Le génome viral contenant les domaines de CA125 transféré 
ainsi aux cellules s'est intégré au génome des cellules. Il y a ensuite eu sélection des cellules 
infectées par la blasticidine. Un contrôle de cellules non-infectées indiquait à quel moment les 
cellules qui n'avaient pas été infectées dans les puits expérimentaux étaient toutes tuées par la 
blasticidine et à quel moment les puits ne contenaient que des cellules ayant été infectées. Les 
différentes populations stables ont alors été amplifiées. 
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41. Validation de l'expression des protéines recombinantes et de la fonctionnalité des 
étiquettes 
La validation des populations stables pour l'expression des protéines recombinantes se fait à 
plusieurs niveaux: validation de l'expression des gènes par RT-PCR et validation de 
l'expression protéique. Par la suite, la vérification de la fonctionnalité des étiquettes a aussi 
été vérifiée. 
Une première validation des populations stables a été faite par RT-PCR pour valider 
l'expression des transcrits codant pour les différentes protémes recombinantes. L' ARN total a 
été extrait des populations stables et la transcription inverse a permis de synthétiser l' ADNc à 
partir des ARN. Une réaction PCR a ensuite été faite sur les ADNc avec des amorces 
spécifiques au IgK leader en 5' et à l'étiquette c-myc en 3 '. En effet, on ne pouvait utiliser les 
amorces du clonage des constructions car la lignée OVCAR-3 exprime CA125 de façon 
endogène. La figure 19 montre l'analyse sur gel d'agarose des produits de RT-PCR. On peut 
y voir que les lignées contrôles OVCAR-3 et OVCAR-3-GFP n'expriment pas de protéines 
recombinantes. Les poids moléculaires attendus pour les ADNc sont bien respectés selon les 
bandes obtenues en comparaison avec l'échelle de poids moléculaire lkb DNA ladder. En A), 
on peut voir que les poids moléculaires des ADNc pour les constructions MUC16-U-sec, -
2R-sec et -lR-sec correspondent aux poids théoriques attendus, soit, respectivement, 947 pb, 
1225 pb et 739 pb. La figure B) montre l'expression protéique des mêmes constructions. La 
lyse cellulaire des différentes constructions suivie d'une purification par colonne de nickel via 
l'étiquette polyhistidine (située en N-terminal de la protéine) et d'un immunobuvardage 
utilisant l'anticorps anti-myc dirigé contre l'étiquette c-myc (situé en C-terminal) ont été 
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réalisées. Les résultats montrés à la figure C) prouvent non seulement que les protéines 
recombinantes sont bien exprimées chez les populations stables mais démontrent également 
la fonctionnalité des deux étiquettes. Les poids moléculaires observés correspondent assez 
bien aux poids moléculaires déterminés théoriquement selon le nombre d'acides aminés. En 
effet, dans le cas de la construction MUC16-1R, le poids moléculaire théorique attendu était 
de 24,4 kDa. On observe à la figure B) une bande à environ 28-30 kDa pour la construction 
cytoplasmique et 39-40 kDa pour la construction sécrétée. Ces poids moléculaires observés 
plus élevés s'expliquerait par la forte glycosylation touchant le domaine des répétitions de 
CA125. La protéine qui n'est pas sécrétée a pu être modifiée d'une quelconque façon pour 
obtenir ce poids moléculaire supérieur tandis que la construction sécrétée contenue dans le 
lysat cellulaire était en cours d'acquisition de modifications (glycosylations) dans la voie de 
sécrétion. Il en est de même pour les constructions MUC16-U-sec (31,1 kDa) et -2R-sec 
(42,5 kDa) pour lesquelles on peut observer des poids respectifs d'environ 50-52 et 82 kDa. 
Quant aux protéines recombinantes sécrétées se trouvant dans le milieu conditionné, elles ont 
également subi une purification par colonne de nickel avant d'être analysées sur gel SDS-
p AGE. À la figure C), on peut constater que les protéines sécrétées ont toutes un poids 
supérieur à celles exprimées dans les lysats cellulaires, ceci dû à la glycosylation complétée 
dans la voie de sécrétion. On observe donc des poids d'environ 48 kDa pour MUC16-1R-sec, 
de 49-50 kDa pour MUC16-U-sec et 105 kDa pour MUC16-2R-sec. 
En résumé, la figure 19 montre bien l'expression des protéines recombinantes sécrétées par 
les populations stables et démontre que les étiquettes utilisées sont fonctionnelles. 
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Les populations stables dérivées de la lignée parentale OVCAR-3 (MUC16-1R-cyto et - sec, -
U-sec et -2R-sec) ont été envoyées à notre collaborateur, l'investigateur principal des deux 
articles mis en annexe, Dr Manish S. Patankar, afin qu'il poursuive les études entreprises 
avec lui au sujet de la mésothéline et des lymphocytes. 
Figure 19 : Validation de l'expression des protéines recombinantes sécrétées. 
Une réaction de RT-PCR a été effectuée avec l'ARN extrait des populations stables OVCAR-
3 et les différents domaines de CA125 ont été amplifiés. Les produits de PCR ont été migrés 
sur gel d'agarose 0.8% (A). Les lysats des populations stables ont été migrés sur gel SDS-
p AGE 10% (B). Les protéines sécrétées dans le milieu conditionné ont été purifiées par 
colonne de Ni et les éluats ont été migrés sur gel SDS-PAGE 10% (C). Les gels en B) et C) 
ont été analysés par immunobuvardage de type western avec l' anticorps anti-c-myc. 
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42. Construction des plasmides pour l'expression membranaire des domaines 
extracellulaires de CA125 
Afin de pouvoir vérifier si les phénotypes observés chez les modèles d'études de CA125 du 
laboratoire (clones lmockdown et gain de fonction du CTD) pourraient être dus en tout ou en 
partie au domaine extracellulaire de CA125, des populations stables exprimant de ces 
domaines (gain de fonction) ont été faites et sont illustrées à la figure 18 A). Les plasmides 
utilisés pour générer ces constructions sont les mêmes que pour les protéines sécrétées 
décrites précédemment. MUC16-UTM et MUC16-1RUTM sont des protéines qui seront 
ancrées à la membrane plasmique des cellules qui les exprimeront; elles possèdent donc en 
plus du domaine unique, le domaine transmembranaire et 3 acides aminés chargés 
positivement du domaine cytoplasmique afin de permettre un bon ancrage à la membrane. 
Ces constructions d' ADN, lorsque utilisées pour fabriquer des lentivirus pour transduire les 
cellules humaines choisies, permettront l'expression de domaines de CA125. Ces protéines 
recombinantes possèderont deux étiquettes, polyhistidine et c-myc, respectivement en N- et 
en C-terminal de la protéine comme schématisé à la figure 18 B). 
43. Production des lentivirus et infection des cellules humaines 
\ 
Les lentivirus qui permettront l'expression par les cellules humaines transduites ont été 
fabriqués de la même manière que décrite à la section 40. Dans le cas des protéines 
recombinantes ancrées à la membrane plasmique (MUC16-UTM et MUC16-1RUTM), les 
cellules humaines infectées ont été les cellules SKOV3. Les cellules SKOV3 représentaient 
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les cellules les plus adaptées pour faire un gain de fonction car elles n'expriment pas de 
CA125 de manière endogène. 
44. Validation de l'expression des protéines recombinantes membranaires et de la 
fonctionnalité des étiquettes 
La validation des populations stables exprimant les domaines de CA125 à la membrane a été 
faite de la même manière que celle des populations stables exprimant les protéines sécrétées, 
c'est-à-dire par RT-PCR pour valider l'expression des transcrits codant pour les différentes 
protéines recombinantes puis par analyse des lysats cellulaires pour l'expression protéique. 
De la même façon que pour les protéines sécrétées, le RT-PCR a été fait avec les mêmes 
amorces que pour ces dernières. La figure 20 A) montre que les contrôles négatifs sont bien 
négatifs. Les poids moléculaires attendus pour les constructions UTM et lRUTM sont 
respectivement de 1028 pb et 2801 pb et les bandes observées sur le gel semblent avoir migré 
selon ces poids comparativement à l'échelle de poids moléculaire. 
Les lysats cellulaires ont aussi été validés pour 1' expression des protéines recombinantes. La 
figure 20 B) montre que les poids moléculaires des protéines MUC16-UTM et MUC16-
1RUTM sont d'environ 49 kDa et 115 kDa comparés aux poids moléculaires attendus de 34,1 
et 100,4 kDa, respectivement. Encore une fois ces différences dans les poids moléculaires 
s'expliqueraient par l'acquisition de glycosylations par les domaines unique et des répétitions. 
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Cette dernière validation montre également la fonctionnalité de l'étiquette c-myc car 
l'immunobuvardage avec l'anticorps anti-c-myc a bien fonctionné. L'étiquette poly-His 
fonctionne également car la purification par colonne de nickel suivie de l'immunobuvardage 
avec l'anticorps anti-c-myc montre les mêmes bandes que dans les lysats (données non 
montrées). 
En résumé, la figure 20 montre bien l'expression des protéines recombinantes membranaires 
par les populations stables et démontre que les étiquettes utilisées sont fonctionnelles. 
Figure 20: Validation de l'expression des protéines recombinantes membranaires 
(domaines extracellulaires de CA125). 
Une réaction de RT-PCR a été effectuée avec l' ARN extrait des populations stables SKOV-3 
et les différents domaines de CA125 ont été amplifiés. Les produits de PCR ont été migrés 
sur gel d'agarose 0.8% (A). Les lysats des populations stables ont été migrés sur gel SDS-
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45. Localisation cellulaire des protéines recombinantes MUC16-UTM et MUC16-
1RUTM 
La localisation des protéines MUC16-UTM et MUC16-1RUTM chez les populations stables 
a été vérifiée par immunofluorescence indirecte sur lame. À la figure 21, le signal vert détecté 
indique la localisation de la protéine de fusion via 1' étiquette c-myc ou encore la répétition de 
CA125 et le signal bleu désigne l'emplacement des noyaux par coloration de l'ADN avec le 
DAPI. Premièrement, on constate que les contrôles négatifs SKOV3 révélés avec anti-c-myc 
et Ml l sont bien négatifs pour l'expression de l'étiquette c-myc et de répétitions de CA125 
(Figure 21 A). Les cellules parentales n'expriment donc aucune protéine de fusion avec 
étiquette c-myc et n'expriment ni de CA125. Le contrôle positif MUC16-CTD qui exprime 
en C-terminal de la protéine l'étiquette c-myc démontre un signal à la membrane cellulaire et 
aussi dans la voie de sécrétion. En (B), dans le cas des populations stables MUC16-UTM, 
révélées avec l'anticorps anti-c-myc, on peut voir que la protéine est localisée principalement 
à la membrane cellulaire (voir flèches sur les images) mais aussi en points, patron souvent 
observés chez des cellules non-perméabilisées exprimant des protéines membranaires 
(MOSER et al., 2001). Lorsque les cellules sont perméablilisées, on peut aussi voir, en plus 
du signal à la membrane plasmique, un patron d'expression dans la voie de sécrétion, ce qui 
est attendu puisque la protéine doit d'abord passer dans cette voie avant d'être ancrée à la 
membrane par son domaine transmembranaire comme les protéine transmembranaire 
intégrale de type 1. On observe la même chose pour les populations stables MUC16-1RUTM, 
elles révélées avec l'anticorps Ml 1. La localisation des protéines recombinantes produites par 
les populations stables est bien celle espérée, c'est-à-dire membranaire. 
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Figure 21 : Localisation cellulaire des protéines de fusion MUC16-UTM et-lRUTM. 
Les cellules ont été ensemencées dans des labteck et, à une confluence d'environ 80%, elles 
ont été fixées au paraformaldéhyde 3.7%. Les cellules ont ensuite été perméabilisées ou non 
et marquées à l'aide du DAPI et d'un anticorps contre les répétitions de CA125 (Ml 1) ou un 
anticorps contre 1' étiquette c-myc. En (A), les contrôles négatifs perméabilisés (SKOV3) 
avec les anticorps Ml 1 et anti-c-myc et positif (MUC16-CTD). En (B), détection des deux 
protéines de fusions chez les populations stables. En vert: MUC16-CTD, MUC16-UTM ou 















46. Comparaison des profils de croissance des populations stables 
Afin de déterminer si le garn de fonction, c'est-à-dire l'acquisition de l'expression des 
domaines MUC16-UTM et MUC16-1RUTM, confère un avantage de prolifération pour ces 
cellules comparé aux. cellules contrôles, un essai de prolifération a été réalisé avec les 
populations stables. Un même nombre de cellules des différentes lignées ont été ensemencées 
dans plusieurs puits et ont été incubées. À chaque jour, les cellules ont été dénombrées au 
bleu de trypan pour ensuite pouvoir tracer les courbes de croissance. Ces courbes, présentées 
à la figure 22, montrent que jusqu'à 120h, les différentes lignées croissent d'une manière 
similaire. Autrement dit, la phase exponentielle des courbes est semblable pour toutes les 
lignées, donc une même vitesse de croissance. Au-delà de ce point des courbes, les 
populations stables MUC16-UTM et MUC16-1RUTM continuent de croître tandis que les 
lignées contrôles SKOV3 et SKOV3-GFP ont atteint leur phase plateau. Ces résultats 
suggèrent que la sensibilité des différentes lignées cellulaires à l'inhibition de contact est 
différente, soit plus faible pour les cellules MUC16-UTM et MUC16-1RUTM que pour les 
cellules contrôles. 
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Figure 22 : Courbe de croissance cellulaire des populations stables dérivées de la lignée 
SKOV3. 
Pour chaque lignée cellulaire, 1 OO 000 cellules ont été ensemencées dans plusieurs puits. À 
chaque jour, les cellules ont été récoltées, colorées au bleu de trypan et dénombrées. Chaque 
point représente une moyenne des résultats obtenus pour 3 puits, chacun compté en triplicatas. 
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47. Formation de foyers post confluence 
L'une des caractéristiques des cellules cancéreuses est leur capacité à croître de manière 
illimitée et à ne plus faire d'inhibition de contact mise en évidence par la phase plateau dans 
une courbe de croissance. Les cellules parentales utilisées, les cellules SKOV3, possèdent 
cette caractéristique. Nous avons voulu déterminer l'effet du gain de fonction (MUC16-UTM 
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et MUC16-1RUTM) sur la formation de foyers en état de post-confluence. Techniquement, 
les cellules ont été considérées comme au jour 0 lorsqu'elles ont atteint une confluence de 
100%. Des photos de chaque lignée cellulaire ont été prises aux jours 0, 3 et 7. La figure 23 
montre qu'au jour 0, toutes les lignées cellulaires ont une confluence de 100%, donc similaire. 
Aujour.3, on n'observe pas vraiment de différences marquées entre les différentes lignées et 
on peut voir que les cellules semblent s'entasser de plus en plus dans les puits. Au jour 7, 
cependant, la présence de foyers de cellules empilées pour les populations stables MUC16-
UTM et MUC16-1RUTM est évidente. Ces foyers sont effectivement plus apparents 
lorsqu'observés à l'objectif 4X, où on remarque des taches brunâtres dans les puits, 
représentant des amas de cellules, phénomène qui n'est pas encore observé au jour 7 chez les 
cellules contrôles SKOV3 et SKOV3-GFP. C'est donc dire que le gain de fonction des 
populations stables, autant par MUC16-UTM que par MUC16-1RUTM permet une formation 
de foyers post-confluence plus rapide. Ces cellules, par cette caractéristique, seraient alors 
considérées comme plus tumorigéniques. 
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Figure 23 : Formation de foyers post-confluence. 
Chaque lignée cellulaire ont été ensemencées à raison de 350 000 cellules par puits de 
plaques 6-puits et incubées en changeant le milieu de culture tous les 3 jours. On a considéré 
le jour 0 comme celui où une confluence de 100% a été atteinte. Des photos ont été prises au 
microscope aux jours 0, 3 et 7 et des foyers de cellules peuvent être observés. Objectifs lOX 
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48. Essai de clonogénicité sur plastique 
Un indice de tumorigénicité des cellules est leur capacité à former des foyers cellulaires 
lorsqu'elles sont en situation de faible densité. Des cellules possédant un plus grand potentiel 
tumorigénique formeront plus de foyers et/ou ces foyers compteront plus de cellules. C'est ce 
que l'essai de clonogénicité en conditions adhérentes permet de mesurer. Les populations 
stables exprimant des protéines recombinantes à la membrane cellulaire (MUC16-UTM et 
MUC16-IRUTM) peuvent être comparées aux cellules contrôles SKOV3 et SKOV3-GFP 
ainsi qu'aux cellules MUC16-CTD, connues pour être très tumorigéniques. La figure 24 
permet cette comparaison autant au niveau du nombre de colonies formé (A) qu'au niveau de 
la grosseur de ces colonies (nombre moyen de cellules/ colonie) (B). Dans le cas du nombre 
de colonies (figure 24 A), on détecte une différence significative (p< 0,05) entre les cellules 
contrôles SKOV3 et SKOV3-GFP et les cellules MUC16-CTD, c'est-à-dire que ces dernières 
forment plus de colonies que les contrôles. Cependant, les populations stables MUC16-UTM 
et MUC16-IRUTM n'affichent pas de différence significative entre leur nombre de colonies 
formées et celui des cellules contrôles. Pour ce qui est du nombre de cellules par colonie 
(figure 24 B), il n'existe pas de différence significative entre toutes les populations 
confondues. On observe de très grandes barres d'erreurs reflétant que la grosseur des colonies 
était très différente pour une même lignée cellulaire. On peut cependant remarquer que les 
cellules MUC16-UTM et MUC16-IRUTM, aussi bien que les MUC16-CTD démontrent une 
tendance vers un nombre de cellules par colonie plus élevé, ce qui suggère que ces cellules 
auraient un potentiel tumorigénique plus grand que les contrôles. 
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Figure 24: Nombre de colonies et nombre de cellules par colonies formées par essai de 
clonogénicité sur plastique. 
Chaque lignée cellulaire ont été ensemencées dans des plaques 6-puits (100 cellules / puits) et 
des foyers de cellules ont été formés à partir de cellules uniques. Le nombre de colonies 
formées (A) et le nombre de cellules par colonie (de 10 colonies par puits déterminées 
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49. Interaction cellule-cellule et croissance en absence d'ancrage 
Deux méthodes sont utilisées pour montrer la capacité des cellules à former des agrégats 
cellulaires (interactions cellules-cellules homotypiques) et réflétant le potentiel 
tumorigénique: la formation de sphéroïdes et la formation de colonies en milieu semi-solide 
(agar mou) 
La figure 25 A) montre la formation des sphéroïdes dans la goutte inversée après 3 et 4 jours 
d'incubation. Au jour 3, les lignées contrôles SKOV3 et SKOV3-GFP semblent former des 
agrégats très lâches en comparaison avec le contrôle positif de formation de sphéroïdes 
MUC16-CTD, qui forme un sphéroïde d'apparence très serré. Les populations stables 
MUC16-UTM forment aussi des sphéroïdes dès le jour 3 et ceux-ci s'apparentent à la lignée 
MUC16-CTD. Dans le cas des cellules MUC16-1RUTM, elles sont plutôt distancées et 
ressemblent davantage aux cellules contrôles. Au jour 4, des sphéroïdes se sont formés chez 
les lignées contrôles et chez les MUC16-1RUTM d'une manière similaire, c'est-à-dire des 
agrégats plus lâches que chez les lignées MUC16-CTD et MUC16-UTM. En résumé, les 
cellules exprimant MUC16-UTM forment des sphéroïdes très serrés comme les cellules 
exprimant MUC16-CTD tandis que les cellules exprimant MUC16-1RUTM agissent plus 
comme les cellules contrôles en formant des sphéroïdes plus tard et ceux-ci sont plus lâches. 
Cela suggère donc que les cellules MUC16-UTM sont tumorigéniques au même point que les 
cellules MUC16-CTD, plus que les cellules contrôles et les cellules MUC16-1RUTM. 
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Figure 25 : Formation de sphéroïdes et de colonies en agar mou par agrégation 
cellulaire. 
Dans des pétris de 10 cm, des gouttes de 15 µL contenant 4 000 cellules ont été placées 
suspendues au couvercle d'un pétri contenant du PBS et incubés jusqu'à 4 jours. Les photos 
des sphéroïdes formés ont été prises aux jours 3 et 4. Objectifs lOX du microscope inversé 
Nikon Eclipse TS 1 OO. 







La figure 26 nous permet de comparer les colonies ayant poussé dans le milieu semi-solide. 
En (A), les photos prises montrent que les colonies formées par les populations stables 
MUC16-UTM et MUC16-1RUTM sont beaucoup plus grosses que celles formées par les 
cellules contrôles SKOV3 et SKOV3-GFP. De plus, l'histogramme du nombre de colonies 
pour chaque lignée semble révéler que, de façon significative, les populations stables 
MUC16-UTM et MUC16-1RUTM forment plus de colonies que les cellules contrôles, soit 
respectivement 5 et 10 fois plus. Le phénotype des cellules MUC16-UTM et MUC16-
lRUTM suggère un caractère plus tumorigéniqûe que celui des cellules contrôles. 
Figure 26 : Essai de croissance en absence d'ancrage. 
Dans des plaques 6-puits, 5 000 cellules ont été resuspendues dans un mélange agar-milieu et 
placées sur une première couche d'agar. Les cellules ont été incubées ainsi durant 30 jours et 
des photos des colonies formées ont ensuite été prises (A) et ont été dénombrées (p < 0,05) et 
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50. Migration cellulaire 
Les cellules SKOV3 (lignée parentale) sont considérées comme étant des cellules ayant un 
certain potentiel migratoire. Le gain de fonction (MUC16-UTM et -lRUTM) pourrait avoir 
une influence sur ce phénomène impliquant possiblement le domaine extracellulaire de 
CA125. Les SKOV3-CTD avaient montrés une augmentation de la migration cellulaire par 
rapport à. la lignée parentale et nous voulions par cette expérience vérifier l'influence de la 
partie extracellulaire de CA125 dans le processus migratoire. L'essai de migration par 
blessure de la monocouche constitue un essai dont le résultat est qualitatif mais donne tout de 
même une idée du potentiel migratoire des cellules. Les cellules ont donc été ensemencées de 
manière à obtenir une monocouche de cellules semblable pour toutes les lignées. Cette 
monocouche de cellules a subi une blessure cruciforme et a ensuite été lavée pour retirer 
toutes cellules ayant pu être décollées du puits. Les cellules ont été incubées 24 heures dans 
du milieu contenant un agent anti-prolifératif, l'hydroxyurée, dont la concentration optimale 
pour les cellules SKOV3 a été déterminée préalablement. Des photos de la blessure montrant 
la migration des cellules ont été prises aux temps 0, 6 h et 24 h. La figure 27 montre d'abord 
qu'au temps 0, toutes les blessures des monocouches des 4ifférentes lignées sont comparables. 
Après 6 heures d'incubation, on peut voir que les cellules contrôles (SKOV3 et SKOV3-GFP) 
se sont déplacées un peu, se sont séparées des cellules des quatres quadrants. Dans le cas des 
populations stables MUC16-UTM et MUC16-UTM1R, la migration est déjà plus importante 
que chez les contrôles. Après 24 heures d'incubation, les cellules MUC16-UTM et MUC16-
1RUTM ont presque complètement rempli la blessure en migrant comparativement aux 
cellules contrôles chez lesquelles la blessure cruciforme est toujours visible. 
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Le potentiel migratoire des cellules SKOV3 semble donc augmenté lorsqu'on exprime de 
façon exogène à la surface cellulaire les domaines unique et unique + 1 répétition. Ces 
domaines extracellulaires de CA125 influencent donc le potentiel migratoire de la lignée 
cellulaire SKOV3. 
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Figure 27 : Migration cellulaire par blessure de la monocouche de cellules. 
Les cellules ont été ensemencées dans des plaques 6-puits et une confluence de 100% a été 
atteinte. Une croix a été tracée dans le fond du puits à l'aide d'un embout de micropipette de 
200 µL. Les puits ont été lavés puis du milieu complet additionné de 75 mM d'hydroxyurée 
permettant de bloquer la prolifération des cellules ont été ajoutés aux puits. Les plaques ont 
été ensuite incubées à 3 7°C et 5% C02. Des photos des puits ont été prises après 6 et 24 
heures pour observer la migration des cellules dans l'espace créé par la blessure. Objectifs 
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DISCUSSION ET CONCLUSIONS 
Le cancer épithélial de l'ovaire est connu comme étant le cancer gynécologique le plus létal. 
En effet, malgré le fait qu'il s'agisse d'une maladie relativement rare (on estime qu'une 
femme sur 55 sera atteinte au cours de sa vie), le cancer épithélial de l'ovaire est souvent sans 
merci pour les femmes qui en sont atteintes. Ce phénomène s'explique par l'absence de 
symptômes caractéristiques de la maladie durant les phases précoces et l'absence de test de 
détection précoce assez sensible et spécifique. La survie à 5 ans d'une patiente s'élève à 70-
90% lorsque le cancer est détecté au stade I; ce pourcentage chute drastiquement à 20% 
lorsqu'il est détecté durant les stades tardifs (SCHUMMER et al., 1999; WHITEHOUSE et 
SOLOMON, 2003). Après 10 ans, les chances de survie de la patiente sont pratiquement 
nulles. 
Jusqu'à maintenant, le marqueur le plus utilisé est CA125, une mucine exprimée à la surface 
des cellules épithéliales de l'ovaire cancéreux et absente de la surface de l'ovaire normal. Ce 
marqueur ne peut être utilisé pour la détection précoce car on le retrouve exprimé dans des 
situations normales ou bénignes dans différents organes et liquides biologiques. Il s'agit donc 
plutôt d'un marqueur pour le suivi des patientes. Il n'existe encore à ce jour, c'est-à-dire plus 
de 25 ans après sa découverte, que peu d'informations concernant les caractéristiques 
moléculaires et les fonctions associées à CA125. On connaît quelques partenaires 
d'interactions de CA125 tels que la galectine-1 (HUGUES, 1997) et la mésohéline (RUMP et 
al., 2004; GUBBLES et al., 2006), interactions laissant supposer des rôles dans l'adhésion 
aux molécules à la matrice extracellulaire et dans les interactions cellulaires homo- et 
hétérotypiques. De plus, d'autres mucines membranaires sont également étudiées et peuvent 
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donner des pistes d'études de CA125. Par exemple, il a été démontré que MUCl et MUC4, 
augmentaient l'agressivité des tumeurs dans des modèles in vivo (K.OHLGRAF et al., 2003; 
SINGH et al., 2004). Notre laboratoire a développé des modèles d'études de CA125 pour 
déterminer les effets d'une perte d'expression de CA125 (clones stables CA125-knockdown) 
et pour identifier les rôles du domaine C-terminal de CA125 par un gain de fonction 
(populations stables MUC16-CTD). Nous nous sommes intéressés par ce projet aux rôles que 
pouvaient avoir le domaine extracellulaire de CA125 dans la tumorigénicité et le potentiel 
métastatique des cellules cancéreuses de l'ovaire. Le modèle de perte de fonction existant 
dans le laboratoire a été utilisé pour approfondir les connaissances sur les interactions que 
font les cellules tumorales dans leur microenvironnement (cavité intrapéritonéale), c'est-à-
dire des interactions cellulaires homotypiques comme les agrégations cellulaires dans l'ascite 
et hétérotypiques tel qu'avec les cellules mésothéliales et cellules immunitaires. Des 
populations stables exprimant différents domaines extracellulaires de CA125 ont été 
construits afin de déterminer leur influence sur la tumorigénicité et les capacités 
métastatiques des cellules cancéreuses de l'ovaire. 
51. Interaction des cellules CA125-positives ou de CA125 du milieu conditionné ou 
présent dans l'ascite avec son microenvironnement 
51.1 CA125 interagit avec la surface des lymphocytes 
Le microenvironnement des cellules métastatiques cancéreuses de l'ovaire comprend, en plus 
de la paroi de cellules mésothéliales, tout le contenu de la cavité intrapéritonéale. Les cellules 
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métastatiques baignent dans l'ascite, un liquide suintant des vaisseaux sanguins riche en 
nutriments et facteurs de survie et contenant une quantité considérable de cellules du système 
immunitaire. Dans ce microenvironnement, le système immunitaire est impliqué dans la 
surveillance anti-tumorale; les cellules cancéreuses doivent donc développer des mécanismes 
afin d'y échapper. En effet, les cellules natural killers (NK), entre autres, sont spécialisées 
pour lyser les cellules transformées dont les cellules cancéreuses. Nous avons d'abord voulu 
déterminer si la présence de CA125 dans l'ascite avait un effet sur ces lymphocytes. Des 
lymphocytes isolés du sang périphérique et de l'ascite de patientes atteintes d'un cancer 
épithélial de l'ovaire (donc ayant été incubés en présence de CA125 dans les deux cas) et des 
lymphocytes de donneurs en santé incubés 72 h dans l'ascite de patiente ont été testés par 
cytométrie de flux pour la présence à leur surface de CA125 (figure 11). Dans les deux 
conditions, le test s'est avéré positif, c'est-à-dire que les cellules NK présentaient du CA125 à 
leur surface. Quoique positifs pour la présence de CA125, les patrons de' fluorescence 
observés par cytométrie de flux pour les lymphocytes de patientes provenant de leur sang et 
de l'ascite étaient différents (pics à différents endroits). Ces pics représentent des populations 
de lymphocytes possédant des caractéristiques différentes (expression de différentes 
molécules de surface telles que CD16 et CD56) (résultats obtenus par le laboratoire du Dr 
Patankar, BELISLE et al., 2007, à l'annexe ID. Deux hypothèses expliquant la présence de 
CA125 à la surface des lymphocytes ayant été en présence de la mucine s'offraient alors: 1) 
les lymphocytes se sont mis à exprimer CA125 suite à l'exposition à l'ascite qui contient 
CA125 aussi d'autres molécules avec action biologiques potentielles ou 2) CA125 de 
!'ascites ou du milieu conditionné lie la surface des lymphocytes. Pour vérifier la première 
hypothèse, une réaction de RT-PCR a été faite avec les différents lymphocytes utilisés et 
ayant subi les mêmes traitements que pour l'expérience de cytométrie de flux (figure 12). 
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Cette expérience a permis de réfuter la première hypothèse car les RT-PCR n'ont montré 
aucune expression de CA125 par les lymphocytes. Ceci indique donc que CA125 détecté à la 
surface des lymphocytes était donc lié à la surface de ceux-ci. La caractérisation de l'effet de 
la liaison de CA125 sur les lymphocytes a été réalisée par la suite par l'équipe du Dr Patankar 
et est toujours en cours. 
Notre intérêt s'est davantage porté vers la molécule de CA125 associée à la surface des 
cellules cancéreuses de l'ovaire (CA125 membranaire). En effet, sachant que CA125 présent 
dans l'ascite et le milieu conditionné de cellules OVCAR-3 pouvait lier la surface des 
lymphocytes, l'hypothèse concernant l'évasion du système immunitaire des cellules 
cancéreuses était que CA125 aurait un effet quelconque sur l'efficacité de la lyse des cellules 
cancéreuses par les cellules NK. Il est connu que les cellules cancéreuses exprimant des 
mucines ou situées dans un environnement où les mucines sont très présentes sont protégées 
du système immunitaire par séquestration des cytokines, par inactivation des effecteurs 
immunitaires ou encore lorsque les mucines forment une barrière physique de protection 
(HOLLINGSWORTH et al., 2004). Nous avons donc tenté des essais préliminaires de 
cytotoxicité des cellules NK. Les clones stables CA125-knockdown et leurs contrôles ont été 
placés en co-culture avec une lignée de cellules NK, les cellules NKL afin d'observer la lyse 
des cellules tumorales. On sait que les cellules OVCAR-3 sont relativement sensibles à la 
lyse par les cellules NK et nous voulions déterminer si la présence de CA125 à la surface des 
cellules avait un effet sur cette lyse. Nous avons effectivement pu remarquer une différence 
significative dans le nombre de cellules et de colonies de cellules résistantes à la lyse par les 
cellules NK. Les lignées parentale et ScFv contrôle (exprimant CA125) sont moins sensibles 
à la lyse que les cellules 1 :9#9 et 1 :9#7 (CA125-knockdown) d'un facteur 10 environ selon 
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les histogrammes du nombre de colonies et de cellules toujours vivantes après la co-culture 
de 72 h (figure 13). Ces résultats démontrent que CA125 aurait un effet protecteur pour les 
cellules cancéreuses contre les cellules NK. Cette conclusion concorde avec certains résultats 
obtenus dans le laboratoire. En effet, des résultats de notre laboratoire montrent que les 
cellules CA125-knockdown sont plus sensibles à l'apoptose induite par les cytokines 
cytotoxiques TRAIT, et FasL (cytokines libérées entre autres par les cellules NK) que les 
cellules exprimant CA125 (lignée parentale OVCAR-3 et scFv contrôle) (données non-
publiées). Ceci suggère donc que les cellules cancéreuses pourraient utiliser ce moyen pour 
échapper au système immunitaire. On pourrait aussi suggérer que CA125 présents dans le 
milieu de culture et/ou CA125 membranaire lie un récepteur à la surface des cellules NK et 
inhiberait la lyse par les cellules NK (voir figure 28). 
Figure 28 : Mécanismes de cytotoxicité des cellules NK envers les cellules normales vs 
les cellules transformées (adapté de www.inpr.fr). 
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51.2 Les cellules cancéreuses de l'ovaire exprimant CA125 se lient aux cellules 
mésothéliales via la mésothéline 
À un certain stade du cancer de l'ovaire, des cellules tumorales se détachent de la tumeur et 
se déplacent dans la cavité intrapéritonéale avec les mouvements causés par le diaphragme 
lors de la respiration. Les cellules ou sphéroïdes cancéreux se localisent finalement dans la 
cavité péritonéale en s'accrochant à la paroi de cellules mésothéliales. Une interaction entre 
des cellules cancéreuses de l'ovaire exprimant CA125 et des cellules de souris exprimant la 
mésothéline a déjà été démontrée (RUMP et al., 2004). On sait également que les cellules 
tumorales de l'ovaire et les cellules mésothéliales se lient via d'autres molécules de surface 
comme CD44H et l'acide hyaluronique (CANNISTRA et al., 1993; GARDNER et al., 1996) 
ainsi que les intégrines {31 et la fibronectine (STROBEL et CANNISTRA, 1999; CASEY et 
SKUBITZ, 2000). Cependant, le groupe de Cannistra a montré qu'il restait une ou des 
interaction(s) résiduelle(s) entre les deux types de cellules lorsqu'on bloque ces interactions 
(CANNISTRA et al., 1993). L'étude de la liaison des répétitions de CA125 à la surface de 
cellules cancéreuses de l'ovaire à des cellules exprimant la mésothéline (RUMP et al., 2004) 
permettait donc de poser l'hypothèse que cette adhésion résiduelle entre cellules 
mésothéliales et cellules cancéreuses de l'ovaire était due à l'interaction CA125-mésothéline. 
Afin de vérifier cette interaction autant au niveau moléculaire que cellulaire, différentes 
expériences ont été réalisées. Nous avons montré que les molécules CA125 et méso-Fc 
(mésothéline recombinante) pouvaient se lier entre elles par une technique de «western blot 
overlay ». On observe même que CA125 purifié de deux sources différentes, soit le milieu de 
culture conditionné des cellules OVCAR-3 et l'ascite de patiente, sont aussi efficaces pour se 
lier à la méso-Fc et cette interaction est considérée comme forte dans les deux cas. Nous 
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avons ensuite voulu vérifier si la mésothéline pouvait lier CA125 à la surface cellulaire. Une 
expérience de cytométrie de flux utilisant les clones stables CA125-knockdown et leurs 
cellules contrôles, dérivées de la lignée OVCAR-3 et la méso-Fc a montré une forte liaison de 
la méso-Fc aux cellules contrôles CA125-positives à leur surface comparé aux cellules 
CA125-knockdown. On observe cependant une faible interaction de la méso-Fc à la surface 
des cellules CA125-knockdown comparativement aux contrôles. Cette interaction pourrait 
être due au fait que la méso-Fc peut lier faiblement d'autres molécules de surface des cellules 
cancéreuses de l'ovaire ou encore qu'il existe une expression minimale de CA125 à la surface 
des cellules 1 :9#9 et 1 :9#7, qui ont bien été démontrés comme étant des knockdown et non 
des knockout complets (les knockdown expriment de 20 à 25 fois moins de CA125 que les 
contrôles, voir figure 7). La différence de liaison méso-Fc - cellules cancéreuses reste 
toutefois très grande entre les cellules CA125-positives et knockdown et nous confirme 
l'importance de cette liaison. Logiquement, l'étape suivante du raisonnement était de vérifier 
l'interaction entre cellules mésothéliales exprimant la mésothéline et des cellules CA125-
positives. Pour ce faire, des cellules mésothéliales normales n'exprimant pas CA125 
(démontré par RT-PCR) et une lignée cellulaire exprimant CA125 (HTB-30) ont été utilisées 
pour un essai de formation de doublets cellules mésothéliales - cellules CA125-positives. 
Dans cette expérience, les cellules OVCAR-3 normalement utilisées à cause de leur forte 
expression de CA125 n'ont pu être utilisées car elles sont reconnues pour former des agrégats 
cellulaires et la formation de doublets avec les cellules mésothéliales aurait été difficile à 
observer par cytométrie de flux. En colorant les deux types cellulaires à l'aide de 
fluorochromes différents, en les laissant adhérer ensemble puis en analysant les deux 
fluorochromes par cytométrie de flux, on remarque que quatre populations distinctes de 
cellules sont présentes. D'abord, une certaine proportion des deux types cellulaires n'a pas été 
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marquée par les fluorochromes. Ensuite, on distingue les deux populations de cellules 
colorées. Une dernière population de cellules représente les cellules qui possèdent les deux 
colorations. Il s'agit en fait de doublets de cellules HTB-30 - cellules mésothéliales, montrant 
l'interaction hétérotypique cellules mésothéline-positves - cellules CA125-positives. 
Considérant tous les résultats, on peut affirmer que les cellules cancéreuses de l'ovaire lient 
les cellules mésothéliales via une interaction entre CA125 à la surface des cellules tumorales 
et la mésothéline à la surface des cellules mésothéliales. Cette interaction pourrait donc 
favoriser le développement de métastases dans la cavité intrapéritonéale. 
52. Construction et validation des populations stables sécrétant les domaines 
extracellulaires de CAl 25 
Connaissant certaines interactions et rôles possibles de la portion extracellulaire de CA125, il 
est intéressant de déterminer quels domaines particuliers de la protéine sont impliqués dans 
ces fonctions. Pour ce faire, des populations stables exprimant les domaines unique, 1 
répétition et 2 répétitions ont été générés dans la lignée cellulaire OVCAR-3. Ces 
constructions possèdent un signal de sécrétion. Une population exprimant 1 répétition ne 
possède pas ce signal de sécrétion; la protéine recombinante est donc localisée au cytoplasme 
et constitue uhe population contrôle pour certaines expériences (figure 18). La méthode 
utilisée pour obtenir ces populations stables a été de produire des lentivirus pour ensuite les 
utiliser pour transduire les cellules humaines. Les avantages de l'utilisation de lentivirus pour 
produire des populations stables sont nombreux. Parmi eux, l'intégration de l'ADN des 
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lentivirus dans le génome de l'hôte ne nécessite pas la division cellulaire, ce qui favorise un 
fort pourcentage de cellules transduites et l'expression du transgène est longue et stable. 
Une première validation de ces populations stables a été faite par RT-PCR et a montré que 
l'expression des domaines extracellulaires de CA125 était correcte dans les populations 
stables établies (figure 19 A). L'expression protéique a aussi été validée par 
immunobuvardage de type western ainsi que la bonne sécrétion des protéines recombinantes 
dans le milieu de culture conditionné par purification par colonne de nickel suivie d'un 
immunobuvardage de type western. Ces dernières étapes ont non seulement confirmé 
l'expression des protéines recombinantes, mais également la fonctionnalité des étiquettes 
utilisées (étiquette c-myc en C-terminal de la protéine par immunobuvardage et étiquette 
poly-His en N-terminal par colonne de nickel). La fabrication de ces domaines de CA125 
sécrétés dans le milieu conditionné et purifiables devenait de plus en plus nécessaire pour la 
suite du projet puisque le but prochain de ces projets est de déterminer quels domaines 
spécifiques de CA125 confèrent les rôles immunologiques déterminés jusqu'à présent. De 
plus, si l'on observe la structure et les différents domaines de la mucine (voir figure 4), on 
peut voir qu'il existe plusieurs domaines SEA dans la portion extracellulaire de la protéine, 
plus précisément un dans le domaine unique et 5 dans le domaine des répétitions (dépendant 
du nombre de répétitions de la protéine). Ces domaines protéolytiques pourraient donner lieu 
à la présence de domaines de CA125 libres dans le milieu de culture après clivage, protéines 
que les protéines recombinantes produites pourraient bien représenter. Les populations stables 
sécrétant les différents domaines extracellulaires de CA125 ont donc été acheminées au 
laboratoire de notre collaborateur, Dr Manish Patankar (Madison, WI) pour des études plus 
approfondies des interactions CA125-mésothéline et CA125-lymphocytes. Le domaine N-
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terminal de la protéine demeure encore inconnu de par sa séquence exacte et sa longueur mais 
méritera néanmoins dans le futur d'être étudié à son tour. 
53. Construction et validation des populations stables exprimant les domaines 
extracellulaires de CA125 à la membrane 
D'après les modèles d'étude de CA 125 existant dans le laboratoire, certains phénotypes 
observés chez les cellules (clones stables CA125-knockdown et population stable MUC16-
CTD) suggèrent des fonctions de CA125 dans la tumorigénicité et le potentiel métastatique. 
De nouveaux outils d'étude ont été mis au point afin de vérifier l'implication des domaines 
extracellulaires du marqueur de cancer ovarien CA125 dans la tumorigénicité et le potentiel 
métastatique. Cet outil consiste en des populations stables dérivées de la lignée parentale 
SKOV3 produites de la même manière que pour les populations de OVCAR-3 exprimant les 
protéines recombinantes sécrétées (lentivirus). La protéine produite par la population stable 
MUC16-UTM est formée du domaine transmembranaire et du domaine unique tandis que 
celle exprimée par la population MUC16-1RUTM est formée des deux mêmes domaines 
additionnés d'une répétition dégénérée et de la première répétition de CA125. Les deux 
protéines comptent également quelques acides aminés (3) chargés positivement afin d'assurer 
le bon ancrage de la protéine dans la membrane plasmique des cellules. 
La validation de l'expression des domaines extracellulaires par les populations stables a été 
effectuée de la même manière qu'expliqué précédemment pour les populations stables 
OVCAR-3. D'abord, un RT-PCR a montré l'expression adéquate des gènes par les bandes 
attendues sur gel. Les immunobuvardages de type western sur des lysats des populations 
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stables utilisant l'anticorps anti-c-myc a également confirmé l'expression des protéines 
recherchées tout en validant la fonctionnalité de l'étiquette c-myc. La localisation des 
protéines recombinantes a également été validée par immunofluorescence. Cette expérience a 
permis de vérifier que les protéines MUC16-UTM et MUC16-1RUTM sont exprimées à la 
membrane plasmique. Lorsque les cellules ne sont pas perméabilisées, on observe la 
fluorescence à la membrane plasmique (contour de la cellule ou points sur la surface 
cellulaire, dépendant du focus au microscope). Lorsqu'on perméabilise les cellules, on 
observe toujours la membrane plasmique par la fluorescence, mais également la voie de 
sécrétion (RE et/ou Golgi). Les images obtenues sont satisfaisantes pour la validation de la 
localisation; toutefois, la . . nncroscop1e électronique ou une colocalisation par 
immunofluorescence avec des protéines connues pour être exprimées à la membrane 
plasmique, au RE et au Golgi aurait été des expériences intéressantes à réaliser. 
54. Profüs de croissance et clonogénicité sur plastique similaires entre les populations 
stables MUC16-UTM et MUC-lRUTM et les cellules contrôles 
La prolifération en situation normale et en état de post-confluence et la croissance des cellules 
à faible densité de départ, mesurées respectivement par des essais de courbes de croissance, 
de formation de foyers post-confluence et de clonogénicité sur plastique, sont des données 
représentatives de la tumorigénicité des cellules. Dans le cas des populations stables MUC16-
UTM et MUC16-1RUTM, les courbes de croissance (figure 22) montrent des courbes 
semblables pour toutes les lignées dans la portion exponentielle de la courbe. Plus 
précisément, le temps de doublement pour chaque lignée a été calculé à l'aide de cette portion 
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de la courbe et sont très similaires entre eux (en moyenne, 51 ± 4 heures). C'est lorsque les 
courbes atteignent leur phase plateau qu'il est possible d'observer une différence entre les 
contrôles et les populations MUC16-UTM et -lRUTM. En effet, lorsque les cellules 
contrôles SKOV3 et SKOV3-GFP atteignent leur phase plateau, c'est-à-dire que les cellules 
prolifèrent beaucoup moins rapidement jusqu'à donner une pente très faible dans la courbe de 
croissance, les populations stables MUC16-UTM et MUC16-1RUTM, elles, continuent de 
croître à une vitesse similaire à celle de la phase exponentielle de la courbe jusqu'à atteindre 
leur phase plateau plus tard. Ceci suggère donc que dans le gain de fonction, les domaines 
extracellulaires unique et unique + 1 répétition acquis par les populations stables confèrent 
aux cellules une diminution de la sensibilité à l'inhibition de contact, une caractéristique de la 
tumorigénicité. 
Dans le même ordre d'idée, l'essai de formation de foyers en situation de post-confluence (un 
essai qualitatif) démontre des résultats similaires (figure 23) : lorsque la confluence des 
cellules contrôles est atteinte, les cellules prolifèrent beaucoup moins vite et ne s'empilent 
pas pour former des foyers. Dans le cas des populations stables MUC16-UTM et MUC16-
1RUTM, par contre, au jour 3 post-confluence, on peut voir au microscope que les cellules 
s'entassent de plus en plus et distinguer la formation de foyers de cellules empilées au jour 7 
post-confluence. Des résultats semblables ont également été observés précédemment dans le 
laboratoire avec les cellules MUC16-CTD. De façon consistante avec les courbes de 
croissance, les cellules MUC16-UTM et MUC16-1RUTM sont moins sensibles à l'inhibition 
de contact et sont donc plus tumorigéniques que les cellules contrôles. 
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Un essai de clonogénicité sur plastique, essai mesurant la capacité des cellules à croître à 
faible densité de départ et par le fait même leur tumorigénicité a été réalisé sur les populations 
stables en comparaison avec les cellules contrôles SKOV3, SKOV3-GFP et la population 
stable MUC16-CTD. Tout d'abord, l'histogramme du nombre de colonies formées montre 
que la population MUC16-CTD réussi à former plus de colonies (de façon significative) que 
les cellules contrôles SKOV3 et SKOV3-GFP. En comparant aux contrôles les populations 
MUC16-UTM et MUC16-1RUTM, on ne distingue pas de différence significative entre ces 
dernières et les cellules SKOV3 et SKOV3-GFP. 
Quant à la grosseur des colonies (i.e. nombre de cellules / colonie), l'histogramme ne 
démontre aucune différence significative entre toutes les populations stables. Les barres 
d'erreurs reflètent bien la grande hétérogénéité des colonies quant à leur grosseur. Sans elles, 
on pourrait suggérer une tendance de la grosseur des colonies à être plus importante chez les 
populations stables MUC16-CTD, -UTM et -lRUTM que chez les cellules SKOV3 et 
SKOV3-GFP. Tous ces facteurs considérés, on peut suggérer de cette expérience que si le 
domaine extracellulaire de CA125 est important dans la croissance à faible densité de 
cellules, il 1' est moins que le CTD, donc que la queue cytoplasmique est essentielle pour 
obtenir un tel phénotype. 
En résumé, les essais de courbe de croissance et de formation de foyers post-confluence 
montrent de façon convaincante que l'expression des domaines extracellulaires de CA125 à la 
surface des cellules SKOV3 augmente le potentiel tumorigénique de ces cellules. On pourrait 
même ajouter que le domaine unique est suffisant pour conférer cette caractéristique aux 
cellules puisqu'il n'y a pas vraiment de différence entre les phénotypes observés pour les 
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cellules MUC16-UTM et MUC16-1RUTM. Quant à l'essai de clonogénicité sur plastique, 
une hypothèse expliquant le fait qu'il n'y a pas vraiment de différence détectée dans le 
nombre de colonies formées et le nombre de cellules par colonie entre les cellules MUC16-
UTM et -lRUTM et les cellules contrôles serait que la population stable est constituée de 
plusieurs clones stables différents, exprimant à des niveaux différents les protéines 
recombinantes. Ainsi, le phénotype observé se trouve dilué par les cellules ayant une plus 
faible expression de la protéine recombinante à l'étude. De plus, les barres d'erreurs sont 
conséquemment très étendues et ne permettent pas d'affirmer de façon significative une 
différence. 
55. Les cellules MUC16-UTM forment des agrégats cellulaires très serrés et croissent 
bien en absence d'ancrage 
La capacité des cellules à former des agrégats cellulaires sans le recours d'ancrage reflète le 
potentiel tumorigénique des cellules cancéreuses. En effet, les cellules formant des agrégats et 
survivant ainsi sont considérées comme plus tumorigéniques car elles possèdent capacité à 
résister à l'anoïkose (forme d'apoptose induite par l'absence d'adhésion). Deux essais 
qualitatifs permettent de mesurer ces interactions en absence d'ancrage : la formation de 
sphéroïdes et la formation de colonies en milieu semi-solide. 
En empêchant l'adhésion des cellules à la surface de plastique, il est possible de déterminer si 
les cellules ont la capacité de survivre en formant des agrégats cellulaires (appelés 
sphéroïdes). Les cellules contrôles SKOV3 et SKOV3-GFP ne forment pas vraiment de 
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sphéroïdes, même après 4 jours d'incubation, moment où elles commencent à sembler mal en 
point. Par contre, les cellules MUC16-CTD utilisées ici pour but de comparaison forment des 
sphéroïdes très serrés dès le 3ème jour d'incubation et les cellules semblent très bien tolérer 
cette situation même au jour 4. On observe exactement le même type de sphéroïdes se 
formant au même moment (jour 3) pour les cellules MUC16-UTM. Quant aux cellules 
MUC16-1RUTM, elles forment des sphéroïdes beaucoup moins serrés que les lignées 
MUC16-CTD et MUC16-UTM et au 4ème jour d'incubation seulement. Elles montrent donc 
un phénotype considéré comme intermédiaire aux contrôles négatifs et aux populations 
stables MUC16-CTD et -UTM. Les conclusions que l'on peut tirer de ces résultats sont que 
le domaine unique (faisant partie du CTD) est suffisant pour permettre aux cellul.es de 
survivre dans le milieu de culture sans ancrage au plastique ou à de la matrice extracellulaire 
puisqu'on observe le même type de sphéroïdes pour les cellules MUC16-UTM et MUC16-
CTD. Lorsqu'en plus du domaine unique on ajoute une répétition (MUC16-1RUTM), les 
cellules forment moins bien les sphéroïdes (plus tard et donnent des sphéroïdes plus lâches). 
Cela suggère alors des propriétés anti-adhésives au niveau des interactions cellule-cellule 
homotypiques lorsque qu'on ajoute des répétitions à la molécules CA125. À ce jour, rien 
n'est connu encore dans la littérature montrant un rôle répulsif des répétitions de CA125. Par 
contre, dans le cas de la mucine MUCl, il a été montré que lorsque l'on enlève le domaine 
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des répétitions de la protéine, les cellules exprimant MUCl-ô.R ont des phénotypes plus 
invasifs et métastatiques que les cellules exprimant la molécule complète (K.OHLGRAF et 
al., 2003). Vu d'une façon inverse, en ajoutant une répétition à CA125, les cellules ont moins 
tendance à former des sphéroïdes serrés et à vouloir former des interactions cellule-cellule. 
C'est ce qu'on observe avec les populations stables MUC16-UTM et MUC16-1RUTM, c'est-
à-dire que les cellules n'exprimant pas de répétition de CA125 (MUC16-UTM) forment plus 
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facilement des sphéroïdes que celles exprimant les mêmes domaines additionnés d'une 
répétition (MUC16-1RUTM). Au niveau moléculaire, E-cadhérine est connue pour être une 
molécule importante dans les interactions homotypiques (VLEMINCKX et al., 1999, 
STEINBERG et al., 1999), entre autres chez les sphéroïdes. Il en est de même pour les 
intégrines (ALBELDA et al. , 1990), particulièrement les Pl-intégrines (CASEY et al., 2001). 
Fait intéressant, dans notre modèle perte de fonction dans la lignée cellulaire OVCAR-3, des 
analyses de micropuces à ADN ont montré une diminution de l'expression et une localisation 
différente de E-cadhérine dans ces cellules (données non-publiées), qui ne forment pas de 
sphéroïdes ! L'analyse n'a pas encore été réalisée dans le cas des populations stables 
exprimant les domaines extracellulaires de CA125 chez les cellules SKOV3. Cependant, on 
pourrait supposer qu'on observerait une variation de l'expression ou une délocalisation de E-
cadhérine dans ces cellules et que cette protéine pourrait être impliquées dans la formation de 
sphéroïdes par les cellules exprimant les différents domaines extracellulaires de CA125. En 
résumé, grâce à l'expérience de formation de sphéroïdes, nous pouvons conclure que les 
cellules MUC16-UTM sont plus tumorigéniques que les cellules MUC16-1RUTM, qui elles, 
le sont plus que les lignées contrôles SKOV3 et SKOV3-GFP. 
Dans le même ordre d'idées, la formation de colonies en agar mou, un milieu semi-solide 
empêchant l'ancrage des cellules au plastique et à toute matrice extracellulaire, constitue 
aussi une mesure de la tumorigénicité des cellules. Après 30 jours de croissance dans ce 
milieu, les cellules disposées individuellement dans l'agar initialement ensemencées ont 
donné des colonies de cellules. Qualitativement, la différence entre les lignées contrôles 
(SKOV3 et SKOV3-GFP) et les populations stables MUC16-UTM et MUC16-1RUTM est 
frappante : les colonies sont beaucoup plus grosses pour les protéines exprimant les domaines 
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extracellulaires de CA125 à leur surface (figure 26 A). De plus, si l'on observe de plus près 
les colonies formées par les populations stables MUC16-UTM et MUC16-1RUTM (photos à 
l'objectif lOX de la figure 26 A), on peut voir que celles des cellules MUC16-UTM montrent 
une bordure bien définie et les cellules semblent plus serrées les unes aux autres. Les colonies 
MUC16-1RUTM, de leur côté, semblent un peu plus lâches et ne montrent pas vraiment de 
bordure organisant la colonie en sphère comme les MUC16-UTM, suggérant que les 
interactions homotypiques des cellules MUC16-UTM sont plus fortes et plus importantes que 
celles faites par les cellules MUC16-1RUTM. Le décompte des colonies est également 
éloquent: il y a de 5 à 10 fois plus de colonies chez les populations stables MUC16-UTM et 
MUC16-1RUTM que chez les cellules contrôles. Encore une fois, on conclue de cet essai que 
les cellules MUC16-UTM sont un peu plus tumorigéniques que les cellules MUC16-1RUTM, 
et que ces deux dernières lignées sont plus tumorigéniques que les cellules contrôles 
puisqu'elles arrivent à croître beaucoup plus facilement en formant des interactions cellule-
cellule homotypique en absence d'ancrage. 
Les derniers points discutés en viennent à un consensus évident : les cellules exprimant à la 
membrane les domaines extracellulaires de CA125 sont plus tumorigéniques que les cellules 
contrôles, surtout dans le cas des cellules MUC16-UTM. Une expérience très pertinente 
pourra être réalisée éventuellement: l'injection de cellules MUC16-UTM et MUC16-
1RUTM chez des souris NUDE et SCID. Ces résultats permettraient de vérifier la 
tumorigénicité et peut-être même le potentiel métastatique des lignées cellulaires produites in 
vivo. 
117 
56. Les cellules MUC16-UTM et MUC16-1RUTM ont un potentiel migratoire élevé 
Jusqu'à maintenant, les phénotypes observés et discutés chez les cellules exprimant à leur 
surface les domaines extracellulaires de CA125 reflètent la tumorigénicité des populations 
stables nous servant de modèle d'étude de ces domaines. Connaissant donc leur potentiel 
tumorigénique, nous avons ensuite voulu explorer une autre caractéristique des cellules 
cancéreuses malignes, leur potentiel métastatique. Pour former des métastases, les cellules 
cancéreuses doivent pouvoir migrer vers des points secondaires. Un premier essai, quoique 
demeurant qualitatif, permet de déterminer le potentiel migratoire des cellules : un essai de 
migration par blessure de la monocouche. Une fois la blessure tracée dans la monocouche et 
la prolifération bloquée afin de n'observer que la migration des cellules, des photos ont été 
prises après 6 et 24 heures d'incubation. Il faut d'abord savoir que la lignée cellulaire SKOV3 
est une lignée de cellules assez agressives et qu'elles ont un certain potentiel migratoire de 
base. Le but de ce test était donc de vérifier s'il existait une différence entre nos modèles 
d'étude (MUC16-UTM et MUC16-1RUTM) et les cellules contrôles (parentale et SKOV3-
GFP). Dès 6 heures cj.'incubation, on peut suggérer que les cellules exprimant les domaines 
extracellulaires de CA125 ont migré plus que les contrôles. Cela se confirme après 24 heures, 
où l'on peut voir que les cellules MUC16-UTM et MUC16-1RUTM ont migré jusqu'à 
remplir pratiquement toute la blessure tandis que l'on peut voir que les cellules contrôles ont 
migré de façon beaucoup moins importante. La conclusion à tirer du résultat de cette 
expérience est donc qu'on augmente le potentiel migratoire des cellules SKOV3 lorsque l'on 
force l'expression des domaines unique et unique + 1 répétition. Pour obtenir un résultat plus 
quantitatif, un autre essai mesurant la migration pourra être effectué sur ces cellules : la 
chambre de Boyden. Cet essai permettrait de compter les cellules capables de migrer à travers 
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une membrane poreuse. L'invasion peut également être mesurée par un essai similaire et 
révélerait un autre aspect du potentiel métastatique des cellules. 
57. Comparaison des phénotypes des modèles d'étude de CA125 
Le tableau 6 reprend les résultats des phénotypes observés des chez les différents modèles 
d'étude de CA125, soit la perte de fonction (knockdown), le gain de fonction de MUC16-
CTD, MUC16-UTM et MUC16-1RUTM. 
Tous les phénotypes de chacun des modèles semblent concorder pour dire que la 
tumorigénicité des cellules cancéreuses de l'ovaire (du moins pour les lignées OVCAR-3 et 
SKOV3) augmente lorsque les cellules expriment CA125. De plus, ces résultats révèlent que · 
le CTD de la protéine ou même le domaine unique seul de CA125 est suffisant pour que les 
cellules acquièrent les caractéristiques de cellules très tumorigéniques. Au niveau de la 
migration cependant, on remarque que les cellules ayant perdu l'expression de surface de 
CA 125 gagnent en potentiel migratoire de même que pour les modèles de gain de fonction. 
De prime abord, cela semble contradictoire. Cependant, lorsque l'on compare les 
morphologie des cellules, on s'aperçoit que les cellules CA125-knockdown, lorsqu'elles 
perdent l'expression de CA125, passent d'une morphologie épithéliale à une morphologie 
mésenchymateuse (EMT). Cette transition est accompagnée de la perte de molécules de 
surface typiques des cellules épithéliales au profit de celles des cellules mésenchymateuses 
(certaines données non-publiées sont connues à ce sujet dans le laboratoire). Les cellules 
mésenchymateuses sont aptes à migrer car elles n'expriment plus certaines molécules 
d'adhésion et forment des extensions qui favorisent leur migration. 
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Tableau 6: Comparaison des phénotypes observés chez les modèles d'études de CA125 
du laboratoire. (Données non-publiées) 
Phénotype Modèle perte de Modèle gain de Modèle gain de Modèle gàin de fonction fonction fonction fonction (MUC16-observé (knockdown) (MUC16-CTD) (MUC16-UTM) lRUTM) 
Temps de Aucun effet Aucun effet Aucun effet Aucun effet doublement 
Sensibilité à 








foyers post- i t t t 
confluence 
Formation de 
i i sphéroïdes t t t t t 
Formation de 
tumeurs chez Non Oui ? ? souris NUDE 
et SCID 
Morphologie 
Epithéliale Mésenchymateuse Mésenchymateuse Mésenchymateuse 
i i i i cellulaire 
Mésenchymateuse Mésenchymateuse Mésenchymateuse Mésenchymateuse 
Migration t t t t 
Tous ces résultats obtenus avec les différents modèles peuvent être corrélés avec certaines 
données cliniques suscitant nombre de questionnements chez les différents groupes intéressés 
à CA125 dans le cancer épithélial de l 'ovaire. Rappelons que l'étude MALOVA a montré que 
50% des patientes atteintes d'un cancer de l'ovaire en stade précoce présentent une élévation 
de la concentration sérique de CA125 et que CA125 est détectable à la surface tumorale chez 
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50% des tumeurs de stade I (HOGDALL et al., 2007). Par contre, chez les stades avancés, 
plus de 80-95 % des patientes montrent des concentrations sériques de CA125 élevées(> 35 
U/mL) alors qu'on observe une perte de CA125 à la surface de la tumeur même si CA125 est 
surexprimé (HOGDALL et al., 2007; BERCHUCK et al., 1989; SA WIRIS et al., 2002). Les 
patientes en stades avancés qui montrent des tumeurs CA125-négatives survivent 
significativement moins longtemps que les patientes aux tumeurs CA125-positives 
(HOGDALL et al., 2007). Il ne faut pas oublier que les seuls anticorps anti-CA125 existants 
pour le moment et qui sont utilisés en clinique sont dirigés contre les épitopes situés dans le 
domaine des répétitions en tandem de la protéine. Ces données peuvent sembler difficiles à 
interpréter, mais les modèles que nous étudions au laboratoire permettent de poser des 
hypothèses pour répondre à tous ces questionnements. En effet, considérant que les cellules 
MUC16-CTD et MUC16-UTM sont les plus tumorigéniques et corrélant cela au fait que chez 
les patientes de cancer ovarien en stades avancés, CA125 à la surface des cellules tumorales 
est indétectable et que ces patientes ont une survie plus courte, notre hypothèse est que 
CA125 est clivé près du domaine unique. CA125 est ainsi relâché et peut être détecté au 
niveau sérique et devient indétectable à la surface tumorale dû à l'absence de répétitions de 
CA125. Selon la structure de CA125, un clivage est probable aux domaines SEA ou encore 
au site de clivage protéolytique potentiel juxtamembranaire. D'autres constructions seraient 
alors importantes à faire. Par exemple, l'étude de l'effet de la queue cytoplasmique sur la 
tumorigénicité pourrait être étudiée avec une population stable exprimant ce domaine ancré à 
la membrane plasmique (en cours de réalisation). 
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La fabrication d'anticorps reconnaissant d'autres domaines de CA125 (unique et 
cytoplasmique) devient aussi de plus en plus pertinente pour l'étude du clivage de CA125 
afin de vérifier nos hypothèses. 
58. Modèle proposé 
Rassemblant toutes les conclusions tirées des résultats obtenus dans ce projet, un modèle peut 
ainsi être proposé. À des stades avancés du cancer épithélial de l'ovaire, CA125 est clivé dans 
la région du domaine unique et n'est donc plus détectable à la surface des cellules tumorales 
et le reste de la protéine est alors détectable dans le sang et l'ascite de la patiente. Les cellules 
exprimant le CTD ou encore exprimant les domaines unique + 1 ou quelques répétitions sont 
à ce moment très tumorigéniques et ont acquis un potentiel métastatique important. Les 
cellules cancéreuses se détachent de la tumeur primaire et se retrouvent dans la cavité 
péritonéale pour aller s'implanter à des sites secondaires. Dans ce microenvironnement, 
CA125 protège les cellules cancéreuses de la lyse par les cellules NK en s'y liant via un 
récepteur KIR, selon une hypothèse que nous pourrions émettre. CA125 clivé présent dans 
l'ascite et le sang lie aussi la surface des cellules NK et modifie leurs caractéristiques. De 
plus, CA125 favorise l'attachement des cellules cancéreuses aux cellules mésothéliales 
bordant la cavité intrapéritonéale via son domaine des répétitions, favorisant également la 
métastase des cellules cancéreuses de l'ovaire. 
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59. Conclusions et perspectives 
Plus de 25 ans ont passés depuis la découverte du marqueur de cancer ovarien CA125. Toutes 
ces années ont certes permis d'en apprendre un peu plus sur sa séquence et sa structure. Une 
structure et certaines fonctions de CA125 ont été proposées en ayant comme modèles d'autres 
mucines. Cependant, les rôles exacts de cette gigantesque mucine demeurent encore à ce jour 
inconnus et méritent d'être étudiés. En effet, le cancer ovarien est le cancer gynécologique le 
plus létal. On sait également que les niveaux d'expression de CA125 corrèlent avec la 
progression ou la régression de la tumeur et que CA125 pourrait avoir des rôles dans le 
développement du cancer de l'ovaire. 
Ce projet consistait donc à vérifier l'effet de la présence de CA125 à la surface cellulaire dans 
les interactions hétérotypiques des cellules cancéreuses de l'ovaire avec son 
microenvironnement (le mésothélium par les cellules mésothéliales et le système immunitaire 
dans l'ascite par les cellules NK) et l'effet de l'expression de domaines extracellulaires de 
CA125 de façon membranaire sur les différentes caractéristiques des cellules cancéreuses, 
soit la tumorigénicité et le potentiel métastatique. Par les essais réalisés avec CA125 purifié 
de milieu conditionné de cellules l'exprimant fortement, CA125 purifié d'ascite de patientes 
de cancer ovarien et des cellules CA125-knockdown, nous avons déterminé que CA125 
soluble (i.e. libre dans le milieu extracellulaire) se lie à la surface des lymphocytes. CA125 
offrirait aussi un rôle protecteur des cellules cancéreuses de l'ovaire contre la lyse par les 
cellules NK. Toujours au niveau des interactions hétérotypiques, nous avons contribué à 
montrer que les cellules cancéreuses de l'ovaire exprimant CA125 liaient les cellules 
mésothéliales par une interaction CA125 / mésothéline, interaction connue pour se faire via le 
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domaine des répétitions en tandem de CA125. Des populations stables sécrétant les domaines 
extracellulaires de CA125 (domaine unique, 1 répétition, 2 répétitions) ont été produites afin 
de poursuivre et approfondir les connaissances sur ces interactions. D'autres populations 
stables ont été produites dans une lignée cellulaire n'exprimant pas CA125 de façon 
endogène et constituant donc un gain de fonction. Nous avons forcé l'expression des unique 
(MUC16-UTM) et unique+ 1 répétition (MUC16-1RUTM) à la membrane cellulaire. Ces 
lignées cellulaires ont servi à montrer que ces domaines confèrent aux cellules un caractère 
tumorigénique. En effet, les cellules MUC16-UTM et MUC16-1RUTM ont le même temps 
de doublement et la même clonogénicité que les cellules n'exprimant pas ces domaines, mais 
ont une diminution marquée de la sensibilité à l'inhibition de contact (forment plus de foyers 
post-confluence et atteignent plus tard leur phase plateau de la courbe de croissance). Ces 
mêmes cellules forment également plus d'agrégations cellulaires en absence d'ancrage, nous 
informant qu'elles sont donc plus tumorigéniques car elles sont moins sensibles à l'anoïk:ose. 
Pour ce qui est du potentiel métastatique des cellules MUC16-UTM et MUC16-1RUTM, un 
seul essai qualitatif a été réalisé, la migration par blessure de la monocouche, et a montré que 
ces cellules migrent plus que les cellules contrôles. Ceci suggère donc que les domaines 
unique et des répétitions de CA125 ont un rôle à jouer dans la métastase des cellules 
cancéreuses et que le domaine unique est suffisant pour leur attribuer ce rôle. 
En perspectives, plusieurs choses restent à être confirmées ou élucidées. D'abord, les 
interactions hétérotypiques des cellules cancéreuses de l'ovaire avec les cellules 
mésothéliales pourront être approfondies grâce aux domaines sécrétés de CA125 (études en 
cours chez notre collaborateur, Dr Patankar); par exemple, on étudiera l'interaction CA125 
via les répétitions et mésothéline soit par les deux molécules à leur surface cellulaire 
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respective ou encore la mésothéline exprimée à la surface des deux types cellulaires liant les 
répétitions du CA125 sécrété ou clivé dans le milieu extracellulaire. Grâce à ces mêmes 
modèles d'études (les différentes portions du domaine extracellulaire de CA125 sécrété dans 
le milieu de culture), les interactions hétérotypiques des cellules cancéreuses de l'ovaire avec 
les cellules lymphocytaires pourront aussi être étudiées. En effet, on peut soupçonner une 
interaction entre ces domaines de CA125 et un récepteur KIR à la surface lymphocytaire ou 
encore à la galectine-1 ayant elle-même la capacité de se lier à la surface lymphocytaire. La 
tumorigénicité associée aux cellules MUC16-UTM et MUC16-1RUTM pourra être vérifiée 
in vivo par l'injection de ces cellules à des souris. Au niveau du potentiel métastatique de ces 
cellules, seul un essai préliminaire a été réalisé et d'autres essais plus quantitatifs tels que la 
migration et l'invasion par chambre de Boyden pourront être effectués. Un peu plus à long 
terme, des constructions du domaines N-terminal de CA125 dont la séquence n'est pas encore 
déterminée avec certitude pourront être fabriquées et utilisées pour déterminer les rôles de 
cette portion du domaine extracellulaire. De plus, des anticorps dirigés contre le domaine 
unique de CA125 pourront être produits et permettront l'étude du clivage du domaine 
extracellulaire de CA125 près de la membrane cellulaire. 
En somme, l'objectif principal de ce projet a été atteint, c'est-à-dire que nous pouvons 
maintenant proposer des rôles des domaines unique et des répétitions (domaines 
extracellulaires) de CA125. Les outils produits serviront à poursuivre l'étude des fonctions du 
marqueur de cancer ovarien CA125. 
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